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Comparacion de técnicas analiticas
en la evaluacion de limpieza de
los equipos utilizados en la
fabricacion de tabletas de
liotironina.



INDICE

Introduccién
Objetivos

1. Generalidades
Vvalidacion de Métodos Analiticos
Cromatografia de Liquidos de Aita Resolucion
Espectroscopia de Infrarrojo
Determinacidn de Carbono Organico Total
Validacion de Limpieza y Criterios de Aceptacién

2. Desarrollo Experimental y Resultados
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
Espectroscopia de Infrarrojo
Carbono Organico Total

3. Analisis de Resultados
Conclusiones

Anexo 1

Bibliografia

15
18
28
39
43

47
67
71

84
86

87
88



INDICE DE GRAFICAS Y FIGURAS.

Grafica 1. Espectro en luz ultravioleta de liotironina sédica
Grafica 2. Espectro de infrarrojo de liotironina sédica

Figura 1. Diagrama de bloques de un sistema de cromatografia de
liquidos de alta resolucién

Figura 2. Esquema de elemento unitario de una bomba
Figura 3. “Loop” de inyeccion

Figura 4. Espectro de radiacién electromagnética
Figura 5. Movimientos vibracionales de una molécula
Figura 6. Interferémetro de Michelson

Figura 7. Esquema del accesorio de ATR

Figura 8. Principio del accesorio de ATR

Figura 9. Analizador de carbono organico total

18

19

20

29

31

32

38

38

40



INTRODUCCION

La limpieza correcta de los equipos de fabricacion es de suma importancia en
la industria farmacéutica, ya que es necesario prevenir, principalmente fa
contaminacién cruzada entre diferentes productos, proporcionando de esta forma
medicamentos de calidad a médicos y pacientes.

Ante esto, en el afio de 1993 , inspecciones de la FDA (Food and Drug
Administration) a la industria, revelaron la necesidad de contar con un método
sistematico para probar la efectividad de los procedimientos de limpieza elaborando
una guia de inspeccidén de validacién de limpieza.

La validacién de limpieza es un proceso para asegurar que el procedimiento de
limpieza empleado en un equipo de fabricacion elimina residuos a niveles previamente
establecidos como aceptables, que no alteran la calidad del siguiente producto a
fabricar, protegiendo la salud de quien use los medicamentos.

Un programa de validacién de limpieza completo incluye la identificacién de los
elementos de validacidn, el alcance de la prueba, el establecimiento de los limites
aceptables, el desarrollo de procedimientos de muestreo y andlisis de las muestras, asi
como el disefio de un proceso de validacién de limpieza y un método de analisis de
datos.

Asi como es importante que los equipos de fabricacion se encuentren limpios,
también es importante contar con un buen método de muestreo y con un método
analitico adecuado. Es decir un método que permita cuantificar con exactitud al menos
las cantidades que corresponden a los limites aceptables.

En el presente proyecto se hace énfasis en el procedimiento de muestreo y el
desarrollo del procedimiento de prueba, en donde se establece un método que permita
cuantificar trazas de fliotironina como contaminante en los equipos donde se fabrican
tabletas con este farmaco después de ser sometidos a un procedimiento de limpieza.



Para ello se desarrollardn métodos analiticos empleando por un lado cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) y por otro espectroscopia de infrarrojo (I.R.) o por
carbono organico total (TOC) , de tal forma que se determine cual es la técnica que
conviene utilizar.

Una vez desarrollados los métodos analiticos, se procederd a realizar la validacion,
generando con ello evidencia documental de que el método funciona para verificar la
eficiencia del procedimiento de limpieza de los equipos de fabricacién.



OBl O

> Desarrollar y validar métodos analiticos que nos permitan evaluar la limpieza de los
equipos utilizados en la fabricacion de tabletas con liotironina, empleando
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) y espectroscopia de infrarrojo
(IR) o andlisis de carbono orgdnico total (TOC).

> Determinar cual es la técnica que conviene utilizar para evaluar la limpieza de los
equipos utilizados en la fabricacion de tabletas de liotironina.



CAPiTULO I

GENERALIDADES

Liotironina sédica *

Estructura quimica: HO@\I CO,Na
H O NHp -
l OI;/Y 2

Formula condensada: CsH 1 IaNNaO,
Masa molecular: 672.96 g/mol
Nombre quimico: Sal de sodio de o-(4-hidroxi-3-yodofenil)-3,5-diyodo-L-tirosina.

Sinénimos: L-triyodotironina de sodio; T3 tironina de sodio?; 3,5,3'-Triyodo-L-tironina
de sodio. -

Descripcién: Polvo cristalino de color marron.

Solubilidad: Muy ligeramente soluble en agua; ligeramente soluble en etanol; casi
insoluble en la mayoria de los disolventes organicos. Soluble en soluciones diluidas de
hidréxidos alcalinos.?

pérdida por secado. No mas del 4.0 por ciento de su peso.

Rotacién especifica. Entre +18° y +220,

Cloruros. No mas del 1.2 por ciento

Sodio. Entre 2.9 y 4.0 por ciento.

Yoduro inorganico. No mas del 0.08 por ciento.



Ensayos de identidad:

- Espectro en luz U.V:
Una solucién de 8 pg/mL de liotironina en solucién 0.01 M de hidréxido de
sodio metandlico presenta un maximo a 230 nm.
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Gréfica 1. Espectro en luz U.V. de Liotironina Sédica

- Espectro de IR :
El espectro de IR se obtiene por la técnica de la pastilla de bromuro de potasio.
Pulverizar en un mortero de agata de 1.0 mg a 3.0 mg de liotironina. Agregar de
300 mg a 400 mg de bromuro de potasio (previamente seco), homogeneizar y
preparar la pastilla.
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Grafica 2. Espectro de IR de Liotironina Sédica



Valoracion.
Fase movil. Preparar una mezcla desgasificada y filtrada, de agua y acetonitrilo
(65:35), que contenga 1 mL de acido fosférico en cada 1000 mL de solucion.

Solucion 0.01 M de hidroxido de sodio metandlico. En 500 mL de agua disolver
400 mg de hidroxido de sodio; enfriar, agregar 500 mL de metanol y mezclar.

Preparacion de referencia. En solucién 0.01 M de hidroxido de sodio
metandlico, disolver una porcién calculada de la sustancia de referencia, para obtener
una solucién que contenga una concentracion conocida de aproximadamente 8 pyg/mL.
Preparar por duplicado.

Preparacion de solucion problema. Realizar el raspado de superficie con 2
hisopos previamente humedecidos con 150 pL de solucién 0.01 M de hidroxido de
sodio metandlico en un drea equivalente a 50 cm? en el equipo a muestrear. Colocar
los hisopos en un vial y cortar la cabeza de estos, adicionar 15.0 mL de solucién 0.01 M
de hidroxido de sodio metandlico para extraer la muestra y agitar durante dos minutos
en vortex. Filtrar por acrodisco Gelman GHP de 22 mm, 0.45 ym de tamaifio de poro.

Condiciones del equipo. El cromatégrafo de liquidos debe estar equipado con
un detector para 230 nm y una columna de 4.6 mm y 250 mm conteniendo empaque
ODS de 5 pm de tamafio de particula. La velocidad de flujo es de 1.2 mL/min y el
volumen de inyeccién de 20 pL.

Calculos.
Calcular la cantidad de liotironina de acuerdo a la siguiente formuta:
wgliotironina  _ __ Amtra X Pstd X FVstd X 4.0 X 651.0 X 15.0 X 1000
muestreo Asld X 100 X 50 X 673.0
Donde:
Amtra = Area de la solucién muestra
Astd = Area promedio de fa solucién patron de referencia
Pstd = Peso promedio de la sustancia de referencia (mg)
FVstd = Factor de valoracion de la sustancia de referencia (%/100)
651.0 = Masa molecular de liotironina



673.0 = Masa molecular de liotironina sédica

15.0 = Volumen de extraccidn de la muestra
100 y 50= Aforos de la soluciéon de referencia
4.0 = Alicuota de la solucién de referencia
1000 = Factor de conversion de pg a mg

Conservacién. Mantener en envases cerrados, protegidos de la luz.

La triyodotironina* en conjunto con la tiroxina (T4) son las principales
hormonas tiroideas, las cuales son aminodcidos que contienen yodo, y son derivados
de la tirosina. La triyodotironina es cualitativamente similar a la tiroxina en su efecto
biolégico, pero es mucho mas potente®. Ademas solo difieren en un atomo de yodo.

SINTESIS DE HORMONAS TIROIDEAS?*

Las hormonas tiroideas se sintetizan y almacenan como residuos de
aminoacidos de tiroglobulina, proteina que constituye la mayor parte del coloide
folicular de la tiroides.

Los principales pasos en la sintesis, almacenamiento, liberacién e
interconversion de hormonas tiroideas son :

1. Captacion del idn yoduro por la glandula tiroides. El yodo ingerido durante
la dieta alcanza la circulacién en forma de yoduro. La concentraciéon sanguinea es muy
baja (0.2-0.4 pg/dL), pero la glandula tiroidea transporta con eficacia y de manera
activa el i6n. El mecanismo de transporte de yoduro queda inhibido por diversos iones
como el tiocianato y el perclorato. El sistema de transporte es estimulado por la
tirotropina y controlado también por un mecanismo autorregulador. De este modo, las
reservas disminuidas de yodo tiroideo aumentan la captaci6n de yoduro, y la
administracion de este ditimo puede revertir esta situacion.

* Nota. Queda entendido que {a triyodotironina y la liotironina se refiere a la misma entidad quimica.
Triyodotironina como la hormona tiroidea natural y 1a liotironina como preparacién sintética.



2. Oxidacidn del yoduro y yodacion de grupos tirosil de la tiroglobulina. Para
llevarse a cabo la yodacién de los residuos de tirosina se necesita que las especies
yodantes se encuentren en un estado mas alto de oxidacion que el anidn, tales como
el acido hipoyodoso (HOI) o como una especie ligada a enzimas.

La oxidacion del yoduro hacia su forma activa se logra mediante la peroxidasa
tiroidea, enzima que contiene un grupo hem, que utiliza peréxido de hidrégeno como
oxidante.

La peroxidasa estd unida a la membrana y parece estar concentrada en la
membrana apical de la célula tiroidea o cerca de la misma. Da como resuitado la
formacion de residuos de monoyodotirosil y diyodotirosil en la tiroglobulina, las cuales
permanecen unidas a la célula por uniones peptidicas.

3. Formacion de tiroxina y triyodotironina a partir de yodotirosinas. Ei paso
restante es el acoplamiento de dos residuos diyodotirosil para formar tiroxina, o de
residuos monoyodotirosil y diyodotirosil para constituir triyodotironina. Las reacciones
anteriores son oxidativas y parecen estar catalizadas por la peroxidasa antes
mencionada.

El mecanismo comprende la transferencia enzimatica de grupos, quiza como
radicales libres yodotirosil o iones con carga positiva, dentro de la tiroglobulina. La
tiroglobulina de esta forma es muy eficaz para generar tiroxina. La tiroxina se forma
de manera primaria cerca del amino terminal de la proteina, en tanto que la
triyodotironina se sintetiza cerca del carboxilo terminal. Las tasas relativas de
actividad sintética en los diversos sitios depende de la concentracion de hormona
estimulante de la tiroideas y de la disponibilidad de yoduro. AONn cuando un
decremento en la disponibilidad de yoduro y el aumento relacionado de fa proporciéon
de monoyodotirosina favorecen la formacion de triyodotironina sobre tiroxina, una
deficiencia de diyodotirosina puede alterar la sintesis de ambas formas de la hormona.

4. Protedlisis de tiroglobulina y liberacidn de tiroxina y trivodotironina hacia la
sangre. Para liberarse ambas hormonas de {a tiroglobulina debe haber una protedlisis.
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La hormona estimulante de la tiroides para aumentar la desintegracion de la
tiroglobulina incrementa la actividad de varias tiol endopeptidasas de las lisosimas. Las
endopeptidasas desdoblan de manera selectiva a la tiroglobulina, lo cual origina
intermediarios que contienen hormona, los cuales después son procesados por
exopeptidasas y posteriormente tas hormonas liberadas salen de la célula.

5. Conversion de tiroxina en triyodotironina en tejidos periféricos. En
situaciones normales, alrededor del 41% de la tiroxina se convierte en triyodotironina
gracias a la pérdida de yodo de la tiroxina, reaccion catalizada por la yodotironina
S5-desyodasa que se encuentra en los tejidos periféricos. Por esta razén se considera a
fa tiroxina como prohormona.

Hiperfuncién tiroidea * La tirotoxicosis es un padecimiento causado por

cifras altas de hormonas tiroideas libres circulantes. Varios transtornos de diferentes
causas pueden originar este sindrome. El término hipertiroidismo es restringido a
padecimientos en el cual hay una liberacion excesiva de hormonas debido a la
hiperfuncion de la glandula.

Hipofuncion tiroidea * El hipotiroidismo, conocido como mixema cuando es
grave, es el transtorno mas frecuente de la funcién tiroidea. La poca funcionalidad de
la glandula tiroidea es la causa mas comiGn de hipotiroidismo, y se denomina
hipotiroidismo primario. El hipotiroidismo presente al nacimiento se conoce como
hipotiroidismo congénito, y es la causa prevenible mas habitual de retraso mental en el
mundo.

FARMACODINAMIA “*°

Accion de las hormonas tiroideas. Los mecanismos bioquimicos precisos a
través de los cuales las hormonas tiroideas ejercen sus acciones vinculadas con el
desarrollo, y las especificas para los tejidos, se han comenzado a entender. La mayor
parte de los efectos de las hormonas tiroideas son mediados por receptores nucleares.
La triyodotironina se une a receptores nucleares de alta afinidad, que a continuacion
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se unen a una secuencia de DNA especifica en la regién promotora/reguladora de
genes especificos. La triyodotironina regula la transcripcion de genes y la sintesis de
proteinas. Los receptores relacionados con la hormona también pueden tener efectos
de activacidon o represivos directos. A continuacion se mencionan algunas de las
funciones mediadas por hormonas tiroideas.

Los efectos de las hormonas tiroideas sobre la sintesis de proteinas y la
actividad enzimatica influyen sobre muchos tejidos.

Crecimiento_y_ desarrolio. La hormona tiroidea es critica en el desarrollo
cerebral. La aparicién de receptores funcionales, unidos a cromatina, para la hormona
tiroidea, coincide con la neurogénesis en el cerebro. La falta de hormona tiroidea
durante el periodo de neurogénesis activa conduce a retraso mental irreversible
(cretinismo) y se acompaiia de multiples alteraciones morfolégicas en el cerebro. Esos
transtornos morfoldgicos graves dependen de anormalidades de la emigracién
neuronal. Los complementos de hormona tiroidea durante las primeras dos semanas
de vida evitan la aparicién de esos cambios morfolégicos alterados.

Accién _calorigena. Incremento del consumo de oxigeno. Casi todos los tejidos
periféricos contribuyen a esta respuesta; la hormona tiroidea estimula de modo notorio
a corazén, musculo esquelético, higado y rifiones. Del 30 al 40% del incremento del
consumo de oxigeno (dependiente de 1a hormona tiroidea) puede atribuirse a
estimulacion de la contractilidad cardiaca. Algunos 6rganos como el cerebro, las
génadas y el bazo no muestran respuesta a los efectos calorigenos de la hormona
tiroidea. La lipogénesis dependiente de hormona tiroidea puede constituir un sumidero
de energia importante desde el punto de vista cuantitativo. uUn enlace entre
lipogénesis y termogénesis es la estimulacion de la lipdlisis por la triyodotironina.
Ademas la hormona tiroidea induce la expresion de varias enzimas lipogénicas, entre
ellas, la enzima malica y la acido grasa sintetasa.

Efectos cardiovasculares y relacion con_las catecolaminas. Las hormonas
tiroideas influyen sobre la funcion cardiaca mediante efectos directos e indirectos: los
cambios en el aparato cardiovascular son consecuencias clinicas notorias en estados de
disfuncion tiroidea. Las hormonas tiroideas aumentan el nimero y la afinidad de los
receptores adrenérgicos beta en el corazén.



Las acciones de tas hormonas tiroideas y de las catecolaminas noredrenalina y
adrenalina estan intimamente relacionadas. La adrenalina aumenta la tasa metabdlica,
estimula al sistema nervioso y produce efectos cardiovasculares similares a los de las
hormonas tiroideas, si bien ta duracion de su accion es breve.

Los efectos que se pueden observar en el hipertiroidismo son : taquicardia,
incremento del volumen sistdlico, aumento del indice cardiaco, hipertrofia cardiaca,
decremento de la resistencia vascular periférica y aumento de la presion del pulso. En
el hipotiroidismo, se observa taquicardia, indice cardiaco disminuido, derrame
pericardico, incremento de la resistencia vascular periférica, disminucion de la presion
de pulso, y aumentos de la presidn arterial media.

Efectos sobre el sistema nervioso. En el hipotiroidismo los procesos mentales
son lentos y la concentracién de proteinas en liquido cefalo-raquideo estd aumentada.
Las hormonas tiroideas hacen retroceder esos cambios y las dosis grandes producen
actividad mental rapida, irritabilidad e inquietud. El flujo sanguineo cerebral global y
los respectivos consumos de glucosa y oxigeno por et encéfalo son normales, tanto en
el hipotiroidismo como en el hipertiroidismo en adultos.

Las hormonas tiroideas tienen efectos muy marcados sobre el desarrollo
cerebral. En los lactantes hipotiroideos, el desarrollo de las sinapsis es anormal, hay
defectos en la mielinizacién y un grave retardo de! desarrollo mental. Los cambios
mentales son irreversibles si el tratamiento de sustitucion no comienza poco después
del nacimiento.

Las hormonas tiroideas también tienen efectos sobre el sistema nervioso
periférico. E) tiempo de reaccidn de los reflejos miotaticos estd acortado en el
hipertiroidismo y prolongado en el hipotiroidismo.

Efectos sobre el _metabolismo de_los carbohidratos. Las hormonas tiroideas
aumentan la velocidad de absorcién de los carbohidratos desde el tubo digestivo,
accion probablemente independiente de su efecto clorigénico. En el hipertiroidismo
por esa razon, las concentraciones plasmaticas de glucosa suben con rapidez después
de una comida con carbohidratos, por lo cual a veces se supera el umbral renal. No
obstante, la glucemia vuele a caer con una velocidad también alta.
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FARMACOCINETICA 345

La liotironina de sodio es casi completamente absorbida en el tracto gastro-
intestinal (cerca del 95%) al ser administrado por via oral. La concentracion normal de
triyodotironina (liotironina) plasmatica es alrededor de 0.15 pug/dL equivalente a
2.3 nmol/L.

La hormona libre en plasma esta en equilibrio con la hormona tiroidea unida a
proteinas en el plasma y en los tejidos, siendo fa hormona tiroidea que se encuentra
libre en el plasma la Unica activa desde el punto de vista fisiolégico. La unién que
existe entre la hormona y las proteinas plasmaticas es fuerte, pero no covalente.

La unién de la hormona con las proteinas plasmaticas la protege contra el
metabolismo y excrecion, lo cual origina vidas medias prolongadas en la circulacion. Ya
que la trivodotironina (liotironina) se une con menos fuerza a las proteinas plasmaticas
que la tiroxina, la liotironina tiene una accién farmacoldgica mas rapida y de duraciéon
corta con respecto a la tiroxina. Las vidas medias de triyodotironina y tiroxina son
aproximadamente 1-2 dias y 6-7 dias, respectivamente. La proporcion de la
trivodotironina libre es un 0.3% del total de la hormona en plasma.

Las proteinas plasmaticas que captan a las hormonas tiroideas son:
1. Albamina.
2. Prealbumina captadora de tiroxina o transtiretina (TBPA).
3. Globulina captadora de tiroxina (TBG).

Por lo que respecta a la triyodotironina, ésta se encuentra unida a la albumina
en un 53%, a la TBG en un 46% y en una fraccién de un 1% a la TBPA.

La mayor parte del metabolismo de las hormonas tiroideas es en el higado; la
triyodotironina se conjuga con acidos glucurdnico y sulfurico por medio del grupo
hidroxilo fendlico y se excreta en la bilis. Hay circulacion enterohepatica y después se
libera mediante hidrdlisis de los conjugados en el intestino y se reabsorbe. Parte del
material conjugado llega al colon sin cambios, ahi se hidroliza, y se elimina en heces
como los compuestos libres.



La triyodotironina sufre desyodacién formandose distintas diyodotironinas,
metabolitos inactivos que son constitutivos normales del plasma humano.

Ademas del higado, en el rifién y otros tejidos ocurre la desyodaciéon de las
hormonas tiroideas.

USOS DE LA LIOTIRONINA SODICA; **

La liotironina de sodio es usada ampliamente en la hormoterapia tiroidea. La
liotrironina se usa para remplazar o sustituir cuando hay disminucién o ausencia de la
funcién tiroidea, resultado de una deficiencia, atrofia primaria, parcial o completa de i1a
glandula o por situaciones de cirugia, radiacién, o por efecto de agentes antitiroideos;
sin embargo en ocasiones se prefiere la levotiroxina de sodio por los periodos largos de
terapia. La liotironina de sodio complementa la terapia en pacientes con hipotiroidismo
secundario (insuficiencia hipofisaria) y en hipotiroidismo terciario (insuficiencia
hipotalamica). La terapia se debe mantener sin interrupciéon para controlar los sintomas
de hipotiroidismo.

La liotironina de sodio se utiliza cuando la absorcién de levotiroxina de sodio no
es completa o cuando sea posible la alteracién de la conversion de tiroxina en
triyodotironina en los tejidos periféricos.

La liotironina de sodio se usa intravenosamente en el tratamiento del coma y
precoma por mixedema. Se requirere la administracién simultanea de corticosteroides.
El coma por mixedema se considera una urgencia médica, e incluso con diagndstico y
tratamientos tempranos, !a mortalidad puede ser hasta del 60%. Los factores
precipitantes habituales incluyen infecciones pulmonares, enfermedades
cerebrovasculares e insuficiencia cardiaca congestiva.

DOSIS.®

La dosis debe ajustarse de acuerdo con los requerimientos y respuestas
individuales, por lo que se recomienda iniciar el tratamiento con dosis bajas e irlas
aumentando en lapsos de 15 dias hasta obtener la respuesta terapéutica optima.
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En pacientes ancianos, debe administrarse con precauciéon ya que es comun la
presencia oculta de enfermedades cardiovasculares. En estos casos debe iniciarse el
tratamiento con dosis bajas y si se presentan sintomas o se agravan los existentes,
debe disminuirse la dosis.



VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

La validaciéon de un método analitico, se define como el proceso por el cual
queda establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface
los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. 7

Los pardmetros a evaluar durante la validacién de un método depende de la
aplicacion que se le de a éste. La USP 26 en pruebas generales <1225> establece 3
categorias para los métodos analiticos.®

Categoria I: ensayos desarrollados para cuantificar el componente mayor de la
formulacion (activos) y conservadores.

Categoria II: ensayos que son usados para la determinaciéon de impurezas o
productos de degradacion en producto terminado. Estos incluyen ensayos cuantitativos
y/o pruebas limite.

Categoria III: ensayos usados para determinar la biodisponibilidad de un
activo en producto terminado.

Apegandonos a esta clasificacién, la validacion del método analitico utilizado
para la validacién del proceso de limpieza corresponde a la categoria I1.° La cual
requiere que se evaluen los siguientes parametros :

1. Linearidad y precision del sistema

1. Especificidad

1. Linearidad y exactitud del método

4. Reproducibitlidad

5. Estabilidad de la muestra y solucién estandar
6. Tolerancia

7. Cantidad minima detectable

8. Cantidad minima cuantificable

Para entender de forma clara cada uno de los parametros de la validacién a
continuacion se presentan sus definiciones. °

LINEARIDAD. La linearidad de un sistema o método analitico es su habilidad para
asegurar que los resuitados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente
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o por medio de una transformaciéon matematica bien definida, son proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

INTERVALO. El intervalo de un método analitico esta definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles de concentracion superior e inferior de la sustancia
(incluyendo estos niveles), en el cual se ha demostrado que el método es preciso,
exacto y lineal.

EXACTITUD. La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el porciento de
recobro obtenido del analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia.

PRECISION. La precisién de un método analitico es el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. Usualmente se
expresa en términos de desviacion estandar o del coeficiente-de variacién.

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método
analitico bajo 1as condiciones normales de operacidén.

a) REPETIBILIDAD. Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo las
mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.)

b) REPRODUCIBILIDAD. Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo las condiciones
diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o diferente
laboratorio, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.)

LIMITE DE DETECCION. Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra
la cual puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones
de operacion establecidas.
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LIMITE DE CUANTIFICACION. Es la menor concentracién de una sustancia en una
muestra que puede ser determinada con precisidn y exactitud aceptables bajo las
condiciones de operacion establecidas.

ESPECIFICIDAD. Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra.

TOLERANCIA. La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de
los resultados analiticos obtenidos por el analisis de la misma muestra bajo
modificaciones de las condiciones normales de operacién, tales como diferentes
temperaturas, lotes de reactivos, columnas, sistema de elucién, tipos de empaque
(soporte, fase estacionaria, etc.).

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Es la propiedad de una muestra preparada para su
cuantificacién, de conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién de la
sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo
condiciones especificas.
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CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION.
(HPLC)

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) es una técnica de
separacion, cuyo sistema estd constituido por dos fases no miscibles, una estacionaria
(sSlido o liquido impregnado sobre un soporte) y una movil (disolvente o mezcla de
disolventes). La fase estacionaria se encuentra empacada en una columna a través de
la cual se hace fluir, en forma continua la fase moévil; los componentes de la muestra
presentan un equilibrio de distribucién entre estas dos fases, y este equilibrio
determina 1a velocidad con la cual cada componente migra a través del sistema.?

Un cromatégrafo de liquidos consiste en: Recipiente(s) para ta fase movil,

bomba, inyector, columna cromatografica, detector e integrador (computadora,
registro de datos). Ver fig 1.

SISTEMA
RECIPIENTE DE DE
FASE MOVIL BOMBA GRADIENTE
° INYECTOR MUESTREADOR
"""" = AUTOMATICO
SISTEMA .
COMPUTARIZADO = REGULADOR
DE s
CONTROL 2 TEMPERATURA
o

DETECTOR
E
A\ |
e [

Fig 1. Diagrama de bloques de un sistema de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia.
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BOMBA.! El sistema de bomba pasa la fase mévil por la columna cromatografica. Los
sistemas modernos consisten en una o Mas bombas controladas por computadoras,
las cuales pueden ser programadas variando las proporciones de los componentes de
la fase movil, como gradientes cromatograficos, o mezclas isocraticas de la fase mdvil.

Las bombas usadas para un analisis cuantitativo deben ser construidas de
material inerte para los componentes corrosivos de la fase maévil y ser capaces de
mandar un flujo constante con minimas fluctuaciones en amplios periodos de tiempo.

Las bombas actuales son de diafragma o de pistén. Como se puede ver en la
figura 2, el elemento unitario esta constituido por:
1. Una cAmara de bombeo de alta presién y bajo volumen.
2. Un elemento movil alternativo que provoca el movimiento del liquido.
3. Dos valvulas de retencién funcionando en sentido contrario para asegurar el flujo.

EMPAQUE

Fig 2. Esquema de elemento unitario de una bomba.

La bomba de diafragma es muy confiable pero necesita un sistema de
regulacidon mas sofisticado para asegurar un flujo constante debido a la deformacién
elastica del acero de 1a membrana en funcién de la presién.

La bomba de piston permite una excelente regulacion del flujo pero necesita
un empaque especial para el pistéon. Es mucho mas utilizada.

TESIS CON
ALLA_DE_ORIGEN |
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Todos los modelos comerciales son concebidos a partir del elemento unitario
con diferentes combinaciones para permitir una buena regulacion de flujo y la
supresion de las pulsaciones.

En efecto, el movimiento del pistén para cargar y descargar la cadmara provoca
pulsaciones del flujo que afectan el buen funcionamiento de otros elementos del
cromatégrafo.

INYECTOR.! Las valvulas de inyeccién son los dispositivos mds utilizados
para la introduccion de la muestra al sistema cromatografico. Se les puede integrar un
"loop" intercambiable que consiste en un capilar de acero inoxidable y de volumen fijo,
lo que permite inyectar siempre el mismo volumen de muestra.

Como se puede ver en la figura 3, este inyector es una valvula de alta presién
con 6 6 4 puertas y dos posiciones.
1. Posicién de carga, donde se llena el "loop" con la muestra a presion atmosférica.
2. Posicién de inyeccion, donde se coloca al loop lleno de muestra en la corriente de la
fase modvil, con la subsecuente inyeccién en la parte superior de la columna, sin
interrupcion significativa del flujo.

Fig. 3. "Loop™ de inyeccion.

20

TESIS CON
FALLA DE oRiggy



La inyeccidn en "loop” lleno permite alcanzar una excelente reproducibilidad
del volumen inyectado y el uso de estandar interno no es necesario.

Existen también equipos de muestreo automatico, muchos de ellos usan el
mismo tipo de valvuias con sistema automatico de limpieza e introduccién de ia
muestra al sisterna cromatografico.

COLUMNA.'2 En muchos andlisis farmacéuticos, la separacién se lleva a cabo
por el fendmeno de particion de los compuestos entre la fase moévil y la fase
estacionaria. El sistema que consiste de una fase estacionaria polar y una fase moévil
no polar es llamado fase normal, y se llama fase reversa cuando la fase mdvil es polar
y la fase estacionaria no polar.

La diferencia en afinidad de un compuesto por la fase estacionaria o la fase
mdvil es la que va a determinar el tiempo de retencion del compuesto en la columna.

La cromatografia en fase reversa, es la mas empleada actualmente vy
consiste de una base de silice u otros materiales que se encuentran adicionados por
algin compuesto. Por tanto 1a polaridad de la columna estara limitada por la polaridad
del grupo funcional afiadido.

Las columnas estan constituidas por con una pared gruesa de acero inoxidable
para resistir altas presiones y la accién quimica de la fase mdvil. El interior es liso, de
calibre uniforme y el contenido se retiene mediante filtros de acero poroso. Este
contenido generalmente es silice o alimina, y cuenta con un tamarfio de particula de 3
a 10 ym de diametro, pero las hay arriba de 50 pm o mas para columnas preparativas.
Las columnas usadas en analisis de farmacos tienen un didmetro interno de 2 a S mm
Yy su longitud es de 10 a 30 cm, pero también las hay de 3 a 8 cm de longitud, lo cual
permite obtener menores tiempos de andlisis y disminuir el consumo de disolventes.
Las columnas pueden calentarse para dar separaciones mas eficientes, sin embargo,
raramente se usan temperaturas por encima de 60°C, ya que la fase estacionaria se
puede degradar y la fase modvil evaporarse. A menos que lo indique la monografia, el
uso de la columna es a temperatura ambiente.
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La cromatografia de intercambio idnico es usada para separar compuestos
ionizables solubles en agua, de masa molecular inferior a 1500. Las fases estacionarias
son resinas organicas sintéticas; las resinas intercambiadoras de cationes contienen
cargas negativas activas y se emplean para separar sustancias basicas, tales como las
aminas. Las resinas intercambiadoras de aniones, tienen grupos con cargas positivas
activas y separan compuestos que contengan cargas negdativas, tales como fosfatos,
sulfonatos, carboxilo, etc. Los compuestos son atraidos por ia resina, y las diferencias
de afinidad provocan la separacion.

Factores tales como el pH de la fase movil, polaridad, temperatura, tipo y
concentracién de iones afectan el equilibrio en el sistema cromatografico y pueden ser
modificados para obtener la separacién deseada.

En cromatografia de exclusién, las columnas estan empacadas con una fase
estacionaria porosa. Los compuestos son retenidos de acuerdo a su tamafio. Las
moléculas pequefias entran a estos poros y se incrementa la retencién en comparacioén
con moléculas que no entran a los poros, es decir las de mayor tamano.

DETECTOR.'? Los compuestos separados en la columna y arrastrados a
diferentes tiempos por la fase mavil, llegan al detector que recibe cantidades puntuales
de material a flujo constante.

Los detectores son sensibles a diferentes propiedades, por ejemplo,
absorbancia, indice de refraccion, radioactividad, conductividad, fluorescencia, y
amperaje.

La longitud del tubo que conecta la columna con el detector debe ser 1o mas
pequeia posible, no mayor a 200 mm y su didmetro es el aspecto mas critico, por
tanto debe ser muy delgado.

El detector lee una muestra diluida en relaciéon a la inyectada. Este factor de

dilucion varia de 5 a 350 y depende de 1a longitud y diametro interno de la columna, el
volumen de la muestra, el naimero de platos y el volumen de retencion.
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Detector de indice de refraccidn.

Es un detector universal. La sefial es la diferencia entre el indice de refracciéon
de la celda que recibe el eluente de la columna y la celda de referencia que contiene
el eluente empleado. EIl soluto provoca una variacion del indice en la celda de medida
proporcional a la concentracidn.

El detector de indice de refracciéon no es muy sensible y su limite de deteccién
es en general del orden de 0.1 a 1 pyg inyectados. Ademas es sensible a la temperatura
y a las variaciones de flujo y no puede utilizarse con gradiente de elucién. Su
respuesta es casi universal a todos los solutos como carbohidratos y polimeros
alifaticos con baja absorcion en el ultravioleta.

Existen tres tipos de detectores de indice de refracciéon:
1. De reflexion, la celda estd colocada entre una superficie reflejante y un prisma. La
variaciéon del indice de refraccién creada por el soluto provoca una variacion entre el
reparto refraccion/reflexion.
2. De desviacién, la celda estd ubicada en un prisma hueco. E! soluto provoca una
variacion del angulo de salida del haz luminoso.
3. Interferométrico, se observa el desplazamiento de una red de interferencias por el
cambio de indice provocado por el paso del soluto.

Detector _de fluorescencia.

Utiliza las propiedades de fluorescencia de ciertas moléculas. En casos
favorables, es un detector muy sensible que permite detectar hasta picogramos de
soluto. Es un detector altamente especifico que puede utilizarse con gradiente de
elucidon. Es poco sensible a las variaciones de flujo y de temperatura.

Menos del 20% de las moléculas presentan fluorescencia natural, lo que limita

el uso de este detector. Sin embargo, la aparicion de reactivos de derivatizacion
eficientes ha permitido un desarrollo importante.
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Detector de_{uz U.V.

Son los mas utilizados y representan al 80% de los detectores de HPLC. El
principio de deteccién esta basado en la absorcién de luz por el soluto, regido por la
ley de Lambert-Beer.

Muchas moléculas tienen absorbancia en la zona U.V. y la gran mayoria en
U.V. de baja longitud de onda (190/210), es decir que segun la longitud de onda, el
detector de luz U.V. es especifico o casi universal. Sin embargo, a baja longitud de
onda, existen pocos disolventes de baja absorbancia (agua, acetonitrilo, hidrocarburos
saturados).

El detector de U.V. no necesita en la actualidad celda de referencia y la
eventual absorbancia del eluente esta compensada electronicamente. Son poco
sensibles a la temperatura y a las variaciones de flujo.

Detector de arreglo de diodos.

El detector no posee monocromador para elegir la longitud de onda. Un haz
de luz policromatica atraviesa la celda y es dispersada después. Un conjunto de diodos
recibe el haz fraccionado, lo que permite registrar en cada momento la totalidad del
espectro U.V.-Visible.

Detector de longitud de onda fija

Es el detector mas sencillo. La fuente U.V. es una ldmpara de vapor de
mercurio que proporciona una longitud de onda de 254 nm, con posibilidad de utilizar
una longitud de onda secundaria de 280 nm.

Detector de longitud de onda variable

Es el detector mas usado. Permite trabajar en general de 190 a 600 nm con
seleccion continua manual de la longitud de onda. Los aparatos integrados vy
computarizados permiten el cambio de longitud de onda programable a tiempos pre-
establecidos.
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INTEGRADOR.!° Generalmente el detector se conecta a un registrador o
integrador, un sistema que cambia la sefial analdgica del detector a una digital.

Al terminar la etucién el aparato proporciona una serie de informacion respecto
a los picos, sus tiempos de retencion, altura o areas, anchura del pico, altura o area
total y porcentaje de cada pico. De esta manera la informacién puede almacenarse o
reconfigurarse segun las necesidades del analista y el integrador puede estar a su vez
conectado en serie a una computadora con softwares variados que dan mucha
flexibilidad a la informacién obtenida.
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PARAMETROS A EVALUAR EN LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.!°

Coeficiente de reparto (k). Es la relacion de equilibrio de distribucién del
soluto entre las dos fases.
k=Cs/Cm

donde C; y Cxn son las concentraciones de soluto en la fase estacionaria y movil
respectivamente.

Factor de capacidad (k'). Relaciona la cantidad de soluto en las dos fases.

K = cantidad de sustancia en fase estacionaria
cantidad de sustancia en fase movil

K'= tr-tm/tm
donde tp y tm SON tiempos de retencion y tiempo muerto respectivamente.
Tiempo de retenciéon (tg). Es el tiempo transcurrido desde la introduccion de
la muestra hasta que el detector registra el maximo del pico. Es caracteristico de un

soluto dado, siempre y cuando se conserven las mismas condiciones de operacion.

Tiempo muerto (tu). Es el tiempo que tarda en salir una sustancia no
retenida.

Nuamero de platos (N).!? Es una contribucién cinética y corresponde a la
medida de como estd empacada una columna. A mayor nidmero de platos, mayor
eficiencia.

N = 16(t/w)?
donde t es el tiempo de retencion de la sustancia y w es el ancho del pico en su base.
Eficiencia de la columna. Expresa el grado de ensanchamiento que sufren

las bandas de los solutos al migrar a través de la columna.
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Factor de selectividad (a). Expresa la diferencia en los equilibrios de
distribucién entre dos solutos.
a= k'y/k"y

Factor de asimetria (FA). Es una forma muy comin de alejamiento de la
curva gausiana. Un pico tiene un factor de simetria de uno, cuando sus dos mitades
divididas por un eje son iguales. Es recomendable leer a partir del 10% de la altura
del pico por razén que la linea base presenta ruido a causa del detector y se hace
evidente una asimetria.

Coleo. Cuando el factor de asimetria del pico es diferente a uno.

Resolucién (Rs).'%'? Es el grado de separacién de dos bandas. Es la
distancia entre los picos de las bandas dividida entre el ancho promedio de las bandas.

La resolucidn es una funcidn de tres factores: la selectividad del sistema
cromatografico, la velocidad de i1a migracién que varia con k' y la eficiencia; los
primeros dos conceptos son termodinamicos, el altimo es cinético.

Rs= (t2-t,)/(wW2/2+w,/2)

donde t; es mayor t;.

Si se considera que para picos adyacentes la anchura a la base es muy similar,
w2=w1l=4 0. La resolucion también se expresa como:

Rs= (NY%/4)*( a -1/a)*(k'y/1+k)

Y por ello para optimizar una separacién puede modificarse la eficiencia, retencion o la
selectividad.
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ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJIO

Conceptos generales

Radiacién Electromagnética.!?

La radiacién electromagnética es una forma de energia que se puede describir
en funcién de sus propiedades ondulatorias. Cada tipo de radiacién electromagnética
se caracteriza por su fongitud de onda (A). La longitud de onda de un haz de radiacién
electromagnética se define como la distancia lineal que abraza el ciclo entero de una
onda.

Ademas de caracterizarse por su longitud de onda, las radiaciones se
caracterizan por su frecuencia (v), que se define como el numero de ciclos completos
por segundo (cps), su unidad de medida es el Hertz (Hz)'*. La longitud de onda y
frecuencia son inversamente proporcionales. Esta relacidn puede expresarse
matematicamente como:

=c/A
donde: v es la frecuencia en Hertz, A es la longitud de onda en cm y c es !a velocidad.
La velocidad varia con el medio a través del cual la radlacnon se propaga; en el vacio
tiene un valor de 3x10'° cm/seg.

En algunas interacciones con |la materia, puede demostrarse que la radiacion
se comporta como si estuviera constituida por paquetes discretos de energia,
denominados fotones. La energia de un fotén es variable y depende de la frecuencia o
de la longitud de onda de la radiacién. La relacion que existe entre la energia E de un
fotén y su frecuencia viene dada por:

E= hv

Donde h es la constante de Planck (6.62x10?7 erg por segundo). La relacién entre E y
1a longitud de onda es:
E=hc/A

En cuanto a los fendmenos de refraccion y difraccion la radiacion
electromagnética se explica mejor asignandole propiedades de onda y se le asignan
propiedades de foton (energia corpuscular) en cuanto a su interaccién con la materia,
siendo la energia corpuscular igual a h v.
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El espectro de radiaciéon electromagnética cubre un

longitudes de onda.
importantes del espectro.

Longitud de onda, A, cm

En la siguiente figura se esquematizan
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Fig. 4. Espectro de radiacién electromagnética.

RADIACION INFRARROJA.}*1S

La espectrofotometria de infrarrojo ha sido una de las herramientas mas
potentes para la identificacion cualitativa, sin embargo en la actualidad ya se cuenta
con analisis cuantitativos en la industria farmacedutica.

La radiacién infrarroja es producida por cuerpos calientes y permiten el estudio
de los movimientos vibracionales de las moléculas.

En espectroscopia de I.R., la frecuencia se expresa mediante el nimero de
onda'?, es decir, el nimero de ciclos completos por centimetro. El nimero de onda es
el inverso de la longitud de onda y se mide en cm™®.
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El infrarrojo se divide para su estudio en tres regiones, las cuales producen
diferentes efectos vibracionales en las moléculas como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 1. Efectos vibracionales en el Infrarrojo (IR)

I.R.Cercano I.R. Medio I.R. Lejano
Produce armonicos de | Produce vibraciones | Produce vibraciones del
las vibraciones de | fundamentales de la| esqueleto y vibraciones
tension del hidréogeno molécula de compuestos

organicos
Su numero de onda va | Su nimero de onda va | Su namero de onda va
de 13300 a 4000 cm ! | de 4000 a 400 cm™ de 400 a 20 cm’!

Las moléculas que tienen atomos enlazados por uniones covalentes, presentan
vibraciones u oscilaciones, las cuales pueden ser de torsion, flexién, rotacion y
vibracién. Cuando estas moléculas absorben radiacién infrarroja la energia de esta
radiacién produce un aumento en su energia vibracional, lo cual se traduce en un
aumento en la amplitud de las vibraciones de los atomos enlazados, por consiguiente
1a molécula se sitia en un estado vibracional excitado.

Para que se produzca la absorcion de radiacion Infrarroja son necesarias dos
condiciones:
> La energia de la radiacion debe coincidir con la diferencia de energia que existe
entre los estados de excitacion y basal de la molécula.
> El cambio de energia en la molécula debe producir un cambio en el momento

dipolar de la molécula.

Por lo anterior, es necesario un enlace covalente y un momento dipolo para
producir absorcion en el infrarrojo.

Los accesorios y celdas empleados en espectroscopia de infrarrojo son de NacCl,
KBr y ZnSe, entre otras, presentan la caracteristica de no absorber el infrarrojo,
asegurando asi que solo la muestra absorbera la radiacion.

El vidrio tipo Pyrex y otros tipos de vidrios si presentan absorciéon en el infrarrojo

por lo consiguiente no se usan ni para celdas ni en la optica del aparato. En la Sptica
del espectrofotémetro se usan espejos para evitar problemas de absorcién.
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MOVIMIENTOS VIBRACIONALES.**
Existen dos tipos de vibraciones fundamentales en flas moléculas:
1."Stretching” o estiramiento y 2."Bending” o deformaciéon

VIDracionss de S amientc
[ H " "
%g;) s
~
Simdbrica Asimdvice
Vibraciones de deformecion
En o plano Fu—- del plenc
-
osca-:non Torsion

Fig 5. Movimientos vibracionales de una molécula.

1. "Stretching” o estiramiento. Estas vibraciones se caracterizan por un cambio en la
distancia interatéomica a lo largo del enlace entre dos dtomos. En el estiramiento
simétrico no hay cambio en el momento dipolar, y por consiguiente no se produce
absorcion en el espectro infrarrgjo. En el estiramiento asimétrico hay un cambio en el
momento dipolar y esta vibracion si produce absorcidén en el infrarrojo.

2. "Bending" o deformacién. Esta vibracién se caracteriza por un cambio en el angulo
de enlace de tres atomos. Se conocen cuatro tipos basicos de vibraciones:

a) De tijera. Dos atomos unidos a un atomo comin se mueven en un MismMo
plano acercandose y alejandose uno de otro.

b) De oscilacion. Los atomos unidos a un atomo comun se mueven de manera
alterna de un lado hacia otro en el plano de simetria de 1a molécula.

c) De sacudida. Los atomos unidos a un atomo comin se mueven
simultaneamente hacia fuera del plano de la molécula.

d) De torsidon. Los atomos unidos a un Atomo comin se mueven de manera

alterna hacia fuera del plano de la molécula.
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SP F RO DE INFRARROJO
NSF ADAS DE FURIE
(ETIR)'*

El espectrofotometro infrarrojo de transformadas de Fourier tiene su base en
que no dispersa la luz sino que utiliza un interferometro generando una sefial lamada
interferograma. Este interferograma se somete a un tratamiento matematico por medio
de transformadas de Fourier para producir un espectrograma. Los calculos de
conversion se realizan por medio de una computadora.

El principio de funcionamiento del espectrofotémetro es el interferéometro de
Michelson (ver figura 6), que tiene una fuente luminosa de luz infrarroja policromatica.
Esta luz llega a un divisor de haz de KBr que se encuentra colocado formando un
angulo de 45° y con un tenue recubrimiento de germanio en la parte posterior. Su
funcién es dividir el haz que se genera en la fuente en dos partes iguales: una de ellas
que refleja en el cristal, debido a su inclinacién y recubrimiento de Germanio hacia un
espejo fijo, colocado en la parte superior y cuya funcion es devolver el haz hacia el
divisor. El segundo haz no se refleja, sino Que pasa a través del divisor de haz hacia
un espejo que tiene un movimiento lineal el cual sirve para introducir una variable
llamada diferencia de paso éptico. Por Gltimo los dos haces se combinan nuevamente
en el divisor de haz y los espejos. La radiacion asi recombinada llega a la muestra y
por dltimo al detector. E30ei0 Ao

| =—— ]
Divisor ool har

Fusres oy [I Espejo mowt

Posicion de i mussoe

Detactor
Fig 6. Interferémetro de Micheison

Durante el trayecto del haz infrarrojo corre paralelamente un rayo laser de
helio-nedn que proporciona el valor de la frecuencia de manera exacta.

Esta técnica permite aislar del ruido ambiental sefiales sumamente débiles que
se den en fuentes lejanas. Su primera aplicaciéon fue en la regidon del lejano infrarrojo.
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PRINCIPALES COMPONENTES DE UN ESPECTROFOTOMETRO DE INFRARROJO POR
TRANSFORMADAS DE FOURIER.

Fuente de radiacion infrarrgja. La fuente consiste de un solido inerte calentado a
temperaturas entre 1500 y 2200 K, que produce una radiacién continua que se
aproxima bastante a la radiacion de cuerpo negro. La maxima intensidad se obtiene
entre 5000 y 5900 cm™.

Tipos de Fuentes:

Emisor Nernst. Es un cilindro de didmetro de 1 a 2 mm y longitud de 20 mm
compuesto de 6xidos de tierras raras, tiene conductores de platino en los extremos
que permiten el paso de la electricidad, alcanza temperaturas de 1200 a 2200 K.

Fuente globar. Es una varilia de 5 mm de diametro y 50 mm de largo compuesta de
carburo de silicio, se calienta eléctricamente a temperaturas entre 1300 y 1500 K.

Fuente de filamento incandescente. Tiene menor intensidad que las anteriores pero
mayor tiempo de vida. Es una espiral de nicromel que se calienta por el paso de una
corriente eléctrica.

Arco de mercurio. Para el infrarrojo lejano se usa un tubo de cuarzo con vapor de
mercurio a presion mayor de una atmdasfera, el paso de la electricidad a través del
vapor origina una fuente de plasma que proporciona una fuente de radiacién continua.

Fuente laser de didxido de carbono. Es un laser de diéxido de carbono que trabaja
entre 900 a 1100 cm™. Dado que solo trabaja en un rango muy limitado donde se ven
modos de tensidn interactivos se usa solo para fines de investigacién en contaminantes
atmosféricos.

Interferometro de Michelson. Tiene un divisor de haz de radiacion (transmite un S0% y
refleja otro 50%) cuando se recombinan los haces se puede obtener un patrén de
interferencia conforme se varia la diferencia de la trayectoria (ver principio de
funcionamiento en pag. 32).
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Detectores de infrarrgjo. En el FTIR se tienen los piroeléctricos y los fotoconductores.

Detectores piroeléctricos. Se construyen con laminas cristalinas de materiales
piroeléctricos los cuales son aislantes (materiales dieléctricos). Al colocar el material
piroeléctrico entre las placas de dos electrodos se produce una capacitancia
dependiente de Ia temperatura. La radiaciéon infrarroja al incidir sobre el cristal altera la
distribucion de cargas 1o que se detecta como una corriente en un circuito eléctrico
externo conectado a las dos caras del condensador. Los cristales piroeléctricos pierden
su polarizacién cuando se calienta a una temperatura denominada e! punto Curie. Su
tiempo de respuesta es rapido.

Un ejemplo de este tipo de detectores es el de sulfato de triglicerina, ya sea deuterado
o con una fraccion de glicina sustituida por alanina.

Detectores fotoconductores. Consisten de una pelicula de un material semiconductor
depositada en una superficie de vidrio no conductora y sellada en una camara al vacio
para proteger el semiconductor de la atmdsfera. La radiacion infrarroja promueve el
movimiento de electrones de valencia no conductores a estados conductores de mas
alta energia, disminuyendo la resistencia eléctrica del semiconductor.

Sistema de procesamiento de datos. Un sistema de computo capaz de realizar las
operaciones matematicas de transformadas de Fourier en el que incluye el software
"Quant +" para la posterior prediccion de muestras desconocidas.

Software Quant +'5-17

El paquete de software Quant+ estd diseiiado para realizar el analisis
cuantitativo de sistemas muiticomponentes, mediante el analisis del espectro por un
algoritmo en especifico como lo es la descomposicion de datos por minimos cuadrados
parciales, PLS1. Este analisis establece una relacion entre los espectros y las
concentraciones de los estandares de la curva de calibracién. Posteriormente, esta
relacion se utiliza para predecir muestras desconocidas.
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DESCOMPOSICION DE DATOS POR MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (PLS1).

Las técnicas de descomposicion espectral, se encargan de identificar las
principales variaciones en todos los espectros de la curva de calibracion y obtienen un
‘espectro” de cada una de las variaciones. Estos "espectros” no son semejantes a los
espectros reales, son una representacién matematica de todas las variaciones
independientes en los datos.

Este grupo de "espectros” matemadticos se conocen como factores. Cada
espectro del grupo original de datos se reconstruye multiplicando cada factor por una
fraccion escalar y los resultados se suman hasta que el espectro en construccién
coincida con el espectro original. Las fracciones se conocen como escores, es decir,
cuanto de cada factor se necesita para reconstruir el espectro original.

Este proceso, reduce grandemente la complejidad de fos datos, de tal forma
que con un nimero pequefio de factores y escores se puede reconstruir cualquier
espectro de una muestra desconocida. Esta coleccién de escores y factores se conoce
también como un modelo para los datos de la curva de calibracion. Cada espectro de
calibracion tendra su propio y tnico grupo de escores, pero el mismo grupo de
factores, puesto que siempre se utilizan los mismos factores para modelar los
espectros de calibracion. Asi cada espectro se puede representar por una serie de
escores, en el espacio factor, en lugar de una serie de intensidades, en el espacio
longitud de onda. Esta forma totalmente diferente de representar una serie de
espectros, dispone de un modelo matematico, el cual inicia con un grupo de espectros
que representan la composicion de las muestras de la curva de calibracion.

£n resumen, la descomposicion espectral consiste en hallar una serie de factores para
reproducir los espectros de la curva de calibracién, combinandolos en diferentes
proporciones.

Después de ejecutar la descomposicion espectral, se correlacionan los escores y las
concentraciones de las muestras de la curva de calibracion mediante regresion lineal
multiple, para producir un grupo de coeficientes de regresién. Este grupo de
coeficientes de regresion se utiliza para predecir las concentraciones de muestras
desconocidas, partiendo Unicamente de los espectros.
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En una regresion lineal normal, las absorbancias se regresionan contra las
concentraciones. En una regresion lineal muitiple, los escores se regresionan contra
las concentraciones.

La prediccién de las propiedades de interés para muestras desconocidas consiste en
ajustar las cantidades de cada factor en el espectro desconocido y utilizar €stas en las
ecuaciones de regresion.

Las efapas para un andlisis de cuantificacion por espectrofotometria de
infrarrojo empleando un FTIR y el software Quant + con algoritmo PLS1 son:
> Construccion del método.
Se especifican todos los pardmetros necesarios en la calibracidn y posterior prediccion.
> Calibracion.
En esta etapa se aplica un algoritmo que reduce el conjunto de datos originales a un
conjunto de factores y escores.

El software Quant + utiliza fa técnica de descomposicion de datos minimos
cuadrados parciales (PLS) para reducir cada espectro’a un pequeiioc numero de
factores, necesarios para representar todas las fuentes de variacion en la curva de
calibracion.

Mediante regresion lineal maltiple (MLR), establece las correlaciones entre los
escores (cantidad de cada factor) y las concentraciones de cada propiedad en los
estandares de calibracion

> Validacién.

Los procedimientos matematicos que utiliza el software Quant + para realizar
la validacién no son los mismos que se utilizan en una validacién de método analitico;
solamente se comprueba la capacidad del modelo para analizar muestras desconocidas
después que se calibra el método.



PARAMETROS NECESARIOS PARA OBTENER UN BUEN ESPECTRO.'S

Background. Espectro de cuerpo negro de la fuente mas el espectro del medio
ambiente.

Resolucidn. Capacidad para distinguir entre un pico y otro del espectro.

Apodizacion. Operacion matemadtica que reduce oscilaciones no deseadas de los lados
de las bandas del espectro. Las oscilaciones son reducidas al muttiplicar el
interferograma por una funcién que decrece constantemente como la aproximacion a

la diferencia maxima de la trayectoria. La apodizacion reduce ruido del espectro.

Nimero de barridos (scan). Nimero de veces que se realiza la lectura de {a muestra.
Disminuye ruido en una proporcién vn (n = nimero de barridos).

OPD, (optical path difference). Es la diferencia de trayectoria optica entre dos
emisiones del interferémetro.
ACCESORIO DE REFRACTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR)!®

El ATR es el accesorio que se empleara principalmente en el desarrollo experimental,
ante ello se da una breve explicacion de éste.

En la técnica de Refractancia Total Atenuada, se emite la radiacion infrarroja a un
cristal de refraccion. En este cristal se coloca la muestra, de tal forma que la onda
continta mas alla de la superficie del cristal, es decir dentro de 1a muestra.

La penetracién a la muestra es generalmente del orden de micras, lo que significa que
se puede trabajar con pequeiias cantidades de muestra.
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Fig 7. Esquema del accesorio de ATR

muestra
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Fig 8. Principio del accesorio de ATR

Caracteristicas del ATR

* Cristal de ZnSe

* Duro y facil de romper

* Solventes que atacan el material: acidos y bases fuertes.
* Intervalo de transmisién: 17000-650 cm™

* Densidad: 5.27 g/cm?

* fndice de refraccién por 1000 cm™= 2.4

* Limpieza: acetona y agua.



DETERMINACION DE CARBONO ORGANICO TOTALY
(TOC)

El analisis de Carbono Organico Total (TOC) involucra la oxidacién del carbono
y la deteccion del diéxido de carbono producido durante la oxidacion. La oxidacion
puede ser inducida por algunos métodos, entre los que se incluyen oxidacién
fotocatalitica, oxidacion quimica y combustion a altas temperaturas.

Fundamento.'?

El analizador TOC-5000 Shimadzu es capaz de medir independientemente el
Carbono Total (TC), Carbono Organico Total (TOC) y Carbono Inorganico (IC) en agua.
El instrumento mide las especies organicas que por combustion producen didxido de
carbono (CO; ) y agua. Un detector de IR no dispersivo se emplea para medir el CO,
producido durante la combustion. Esta combustion es a altas temperaturas y las
reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

Reacciones de catalisis por combustion:
> Oxidacion de compuestos organicos

CaHpN Oy + O; ——=> aCO0; + b/2 H,O + cNO
> Oxidacién de carbonatos
MeCO;— . 5CO,+MeO
> Oxidacion de bicarbonatos

MeHCO3; —— CO; + 1/2 Me,O + 1/2H0
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Fig. 9 Analizador de Carbono Organico Total
Definiciones.?°

Carbono Total (TC)
Es la suma de todas las especies de carbono organico e inorganico.

Carbono Organico Total (TOC)
Son todas las formas de carbono organico disuelto o suspendido en agua.

Carbono Inorganico Total (IC)

Carbono proveniente de las sales de carbonato, carbonato acido y diéxido de

carbono ambiental.
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Carbono Organico Purgable (POC)
Componente del TOC que se libera al burbujear ta muestra con aire de alta
pureza.

Carbono Organico no Purgable (NPOC)
Componente del TOC que no se libera al purgar la muestra con aire de alta
pureza.

Medicién de TC.'?

El tubo de combustion TC se llena con catalizador TC y se calienta a 680°C. El
CO; de la combustion es arrastrado por el gas acarreador (aire de alta pureza) que se
ajusta a una velocidad de flujo de 150 mL/min. Posteriormente la mezcla de reaccion
se enfria y deshumidifica. El paso de la muestra por un detector de I.R. permite la
identificacion del CO, generado, el cual es comparado con una curva de calibracién
previamente determinada.

Medicién_de IC. *°

La muestra se introduce al recipiente de reaccion de IC (contiene acido
fosforico). El gas acarreador tiene un flujo continuo y es burbujeado con aire de alta
pureza. Solamente los componentes de IC en la muestra se descomponen para formar
CO, , que pasa por el detector de infrarrojo. La concentracion de IC se determina
interpolando en una curva de calibracidn previamente realizada, para ello se utilizan
sales de carbonatos o carbonatos acidos.

Medicién de TOC 1°?
La concentracién de TOC se determina de la siguiente manera:

TOC = TC-IC
esta diferencia es la que se obtiene directamente del Analizador de Carbono Organico
Total TOC-5000. La concentracién de TOC se determina de la siguiente manera: la

muestra se acidifica manualmente y después se burbujea la solucidon con aire de alta
pureza para remover completamente los componentes de IC.
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Medicién de NPOC. '°

El NPOC se refiere especificamente a compuestos organicos no volatiles, los
cuales no son eliminados durante el proceso de burbujeo. Los compuestos organicos
volatiles que son solventes organicos que dificilmente se solubilizan en agua son
eliminados al burbujear y calentar la muestra. El carbono organico que se desplaza
durante el burbujeo se llama POC (Carbono Organico Purgable).
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VALIDACION DE LIMPIEZA Y CRITERIOS DE ACEPTACION 2422

El término “validacion de limpieza" comienza a ser popular a finales de la
década de los ochenta y surge a partir de la necesidad de contar con equipos limpios
para prevenir la contaminacion de los productos fabricados.

Asi, validacion de limpieza se define como: proceso para asegurar que los
procedimientos de limpieza de los equipos eliminan residuos a niveles previamente
determinados como aceptables. 23

Algunos limites que han sido mencionados por los representantes de la
industria, en la literatura o en presentaciones incluyen la deteccidon analitica de niveles
tales como 10 ppm, niveles de actividad bioldgica tales como 1/1000 de la dosis
terapéutica normal y niveles organolépticos tales como residuos no visibles.

La forma en que el laboratorio Nysco de México S.A. de C.V. los ha establecido
es en base al limite en el producto subsecuente, limite por area superficial y limites en
la muestra analizada, basados en la férmula de limite de producto subsecuente de
Validated Cleaning Technologies for Pharmaceutical Manufacturing por Destin A.
LeBlanc, pag 138. Siendo lo que a continuacion se describe. 2*

Se debe contar con:

> Lista de los equipos en los cuales es fabricado el producto de interés.
> Productos fabricados en cada uno de los equipos.
» Area superficial de contacto con el producto.
Ademas por producto se debe contar con:
> ‘Tamano de lote (Kg o L).
> Dosis minima diaria en mg de principio activo.
> Dosis letal 50 (DLso) de los principios activos.
> Dosis maxima diaria en unidades de dosis.

g

Peso unitario

A
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Para el peor de los casos se selecciona:
a) El activo con la DLsg mas pequeiia.
b) El producto con la dosis maxima diaria mas grande en unidades.
c) El lote de menor tamafio en Kg o L.

Posteriormente se aplican las siguientes férmulas.?®

1. Limite en el siguiente producto.
Hg de principio activo / mg o mL = 0.001*DM/DMD*DP (L1)

donde:

0.001 = factor de seguridad

DM = dosis minima diaria del peor de los casos del grupo de productos (ug

de principio activo)
DMD = dosis maxima diaria mas grande del grupo de productos (en
unidades de dosis)

DP = dosis en mL o peso unitario en mg

2. Limite por area superficial.
pg / cm? = L1*TL / AS . 2)

donde:

L1 = limite en el siguiente producto (pg/mg o pg/mL)

TL = tamaiio de lote mas pequeiio del grupo de productos (mg o mL)

AS = area de superficie del equipo en contacto con los productos (cm?)
3. Limite en la muestra analizada, expresado en pug / mL det activo:

pwg / gomL (ppm)=L2*AM / D L3

donde:

L2 = limite por area superficial

AM = area de muestreo con el hisopo (cm?)

D = dilucion de 1a muestra antes del analisis (mL)

4. Transformar las ppm de activo por muestreo a ppm de carbono por muestreo,
considerando el contenido en por ciento de carbono del principio activo, utilizando la
siguiente férmula:
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donde:

ppm de carbono / muestreo = L3*CCF / 100

limite en la muestra analizada
CCF = Contenido de carbono en porciento del principio (elegido como el
peor de los casos)

b
1

Utilizar el dato de 10 ppm como criterio de aceptacion, si el limite calculado es

mayor a 10 ppm de carbono.

METODOS DE_ MUESTREO

Hay dos tipos generales de muestreo que se han encontrado aceptables. El

mas recomendable es el método directo de muestreo de la superficie del equipo. Otro
es el uso de soluciones de enjuague.

a)

b)

Muestreo Directo de la Superficie.®

Este método implica el uso de hisopos impregnados con un solvente que
permite remover los residuos de la superficie de fos equipos adecuadamente.

El hisopo en si y el solvente no deben interferir en el analisis.

Las ventajas del muestreo directo es que las areas mas dificiles de limpiar
durante el lavado de los equipos, pueden ser evaluadas, llevando a establecer
un nivel de contaminacion o de residuo por area de superficie. Ademas, los
residuos que estdn “"secos” o son insolubles pueden ser muestreados
removiéndolos fisicamente.

Muestras de enjuague.

La ventaja de usar muestras de enjuague es que puede ser muestreada vy
evaluada una mayor superficie y lugares inaccesibles o aquellos que no pueden
ser desensamblados rutinariamente.

Una desventaja es que el residuo o contaminante puede no ser soluble o
puede estar fisicamente ocluido en el equipo.
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<)

Lote placebo
Este método implica la elaboracion de un lote placebo en los equipos bajo los

mismos parametros de operacién utilizados en el producto.

Una muestra del lote placebo se analiza para detectar la contaminacion
residual, sin embargo se debe considerar que en caso de existir contaminaciéon
del activo, ésta no estara distribuida uniformemente en el lote placebo
fabricado, siendo mas probable el concentrado de este en la porcion inicial de
descarga del lote.
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CAPITULO I1I

DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.

DESARROLLO Y )IALIDACIéN DEL METODO
ANALITICO POR HPLC

OBJETIVOS:

- Desarrollar y validar un método analitico con el cual se evalie la limpieza de los
equipos de fabricacion utilizados en la fabricacidn de tabletas con liotironina,
empleando la técnica de Cromatografia de tiquidos de Alta Resolucion.

DESARROLLO DEL METODO ANALITICO.

Se partid de un método analitico ya establecido utilizado en la cuantificacion
rutinaria de control de calidad y monitoreo de la estabilidad de tabletas con liotironina,
al cual se le hicieron las modificaciones necesarias para cuantificar trazas del activo. Al
aplicar el mismo método se observd que el frente del disolvente interfiere con la
cuantificacién de trazas de liotironina.

Condiciones iniciales:

Columna : Phenomenex Ultracarb Spum ODS 250 X 4.6 mm
Fase movil: H,O : ACN + 1 mL HiPO, por Litro

Proporcion: 64 : 36

Flujo: 1.2 mLU/min

Vol. inyeccién: 20 pl
Long. de onda: 230 nm
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Por lo anterior se decidid modificar la proporcion de disolvente organico en la
fase movil para aumentar la retencidon de la liotironina en la columna.

Condiciones finales:

Columna : Phenomenex Ultracarb Spm ODS 250 X 4.6 mm
Fase movil: H;O : ACN + 1 mL H3PO, por Litro

Proporcion: 65 : 35

Flujo: 1.2 myU/min

Vol. inyeccion: 20 pL
Long. de onda: 230 nm
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Durante la validacién se trabajoé Unicamente con la liotironina debido a que
ninglin componente del “placebo”, asi como componentes de degradacién de éste
interfieren con la cuantificacion de liotironina. No se presenta pico alguno que interfiera
con la elucidn de la liotironina (t, =3.8min).

T T T T T

T T T

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00
Minutes

Cromatograma de solucién placebo (15 dias luz UV)

Una vez establecido el sistema para cuantificar la liotironina se procedié a
establecer las condiciones de muestreo y extraccidon de las muestras, colocando
cantidades conocidas de liotironina en diferentes condiciones.

Los resultados fueron
los siguientes:

Muestra | Adicionar alicuota Tiempo de NGm. de hiso- % de
a: agitacién pos utilizados. recobro

a vial directo N.A. s/h 98.88

b hisopo 30 seg - 102.88

[+ hisopo 2 min -—- 102.75

d placa de acero 30 seg 1 83.73

e placa de acero 2 min 1 86.79

f placa de acero 30 seg 2 86.56

g placa de acero 2 min 2 92.06

El % de recobro minimo aceptable es de un 60.00%. %* Sin embargo se buscé
recobrar la mayor cantidad posible.
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En base a estos resultados, se establecieron las siguientes condiciones para la
validacién del método:
Aplicar 150 pL de solucién de la muestra en placas de acero inoxidable, dejar secar a
temperatura ambiente y realizar el raspado de las placas con dos hisopos {ver anexo 1)
previamente humedecidos con 150 plL de solucion de dilucién. Cortar la cabeza de los
hisopos y colocarlos en los viales, adicionar 15 mL de solucion de dilucion para llevar a
cabo la extraccion de la muestra. Agitar durante dos minutos en vortex.

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

A continuacién se describe la forma en la que se llevé a cabo cada una de las etapas
de la validacién del método analitico.

Una vez que se acondiciona el sistema cromatografico y por cada dia de
trabajo o etapa de validacién se debe cumplir con la adecuabilidad del sistema, el cual
consiste en: Realizar cuatro inyecciones de la solucion de referencia 1 y tres de la
solucién de referencia 2. Calcular el coeficiente de variacion y el factor de recobro.

Los criterios de aceptacion son los siguientes: el coeficiente de variacion (CV)
menor al 2.00% vy el factor de recobro (FR) entre 98.00 y 102.00%.
Ejemplo de adecuabilidad del sistema:

Pesos
4 = 10.9 mg
S; = 11.1mg
AREA STD 1 AREA STD 2
448885 454067 FR= 98.95 %
447445 454712
446550 457895
445575
0.31 0.45
X Area s, Peso S,
= X X 100
FR X Area s, Peso S;
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Linearidad de sistema.

Construir una curva de concentracidn de la sustancia de interés contra
respuesta obtenida. Considerar la concentracién del 100% como 8 pg/mL de
liotironina en la solucidn final a analizar.

Trabajar con niveles de 50, 75, 100, 125 y 150%, a partir del considerado
como 100%. Obtener las respuestas de tres muestras independientes por cada nivel.

Obtener las diferentes concentraciones a partir de una misma solucién stock.
Graficar respuesta contra concentracion.

Calcular el factor de respuesta (concentracion/respuesta), para cada punto.

Precision del sistema,
Obtener la respuesta por sextuplicado, de una misma solucion de la sustancia
de referencia de interés, correspondiente al 100% de la linearidad del sistema.

Cantidad minima_detectable.

Determinar la cantidad minima detectable a partir de diferentes
concentraciones de la sustancia de interés de manera descendente. Inyectar la
solucién por triplicado de cada nivel de concentracion.

Determinar la relacién sefnal/ruido para cada inyeccion.

Cantidad minima cuantificable.

Analizar tres cantidades diferentes de principio activo de manera
independiente. Preparar las soluciones a adicionar a partir de una solucién stock.

Las concentraciones deben proporcionar una respuesta adecuada.

Determinar la relacion sefal/ruido para cada inyeccion.

Linearidad del método.
Analizar siete cantidades diferentes de principio activo de manera

independiente, de tal forma que se evalien los criterios de aceptacion, asi como
niveles cercanos a limite de cuantificacién.

Las concentraciones que se obtengan en las muestras deben ser de preferencia las que
se utilizaron para el sistema. Debe incluir el 100%. Analizar tres muestras
independientes por cada nivel, empleando el método propuesto.
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Graficar cantidad recuperada contra cantidad adicionada.

Exactitud del método al 100%.
Analizar seis muestras independientes, utilizando el método propuesto. Los seis
analisis deben ser flevados a cabo por el mismo analista, en las mismas condiciones.

Reproducibilidad,

Analizar una muestra homogénea por triplicado cada una por dos analistas en
dos dias diferentes. Preparar soluciones estandar independientes por analista y por dia
de analisis.

Estabilidad de 1a_muestra analitica_y solucion de referencia.

Analizar la solucién de la muestra por triplicado y la solucidén de referencia por
duplicado. Almacenar por 24 h protegidas de la luz.

Inyectar nuevamente las muestras y estandares anteriores cuando han
transcurrido las 24 h. uUtilizar soluciones de la sustancia de referencia recién
preparadas. .

Tolerancia.

Analizar una muestra por triplicado en condiciones normales de analisis,
agua:acetonitrilo (65:35); cambiar la proporcion de disolvente en fase movil, ya que es
considerado un parametro critico en el analisis. Condicién 1 agua:acetonitrilo (63:37) y
condicidn 2 agua:acetonitrilo (67:33).

Especificidad.

Analizar muestras degradadas. Condiciones de degradacion: acidez, aicalinidad,
oxidacion, luz UV y temperatura de 60°C.

Verificar con un detector de arregilo de diodos que el pico correspondiente a la
liotironina es puro.
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REACTIVOS:
Agua grado HPLC
Acetonitrilo grado HPLC Burdick & Jackson
Acido fosforico R.A., ).T. Baker
Hidréxido de sodio R.A., 1.T. Baker
Metano! R.A., Tecsiquim
Liotironina sddica sustancia de referencia interna de trabajo

MATERIAL Y EQUIPO:
Material de vidrio
Placas de acero inoxidable (50cm?)
Hisopos de poliester
Microjeringa 250puL
Micropipeta 100-1000uL
Balanza analitica
Sistema de microfiltracion:
Membrana de nylon de 47 mm, 0.45 um de tamaiio de poro
Acrodiscos Gelman GHP de 25 mm, 0.45 um de tamaiio de poro
Columna: Phenomenex Ultracarb S pm ODS 250 X 4.6 mm
Cromatografo de liquidos Waters equipado con:
Bomba Waters modelo 515
Automuestreador Waters modelo 717 plus
Detector Waters 2487 onda variable
Degasificador Metachem 6324
Médulo controlador de bomba
Monitor Dell Trinitron P780

PREPARACION DE SOLUCIONES:

Fase madvil. Adicionar 1mL de acido fosférico a 650 partes de agua y agitar
magnéticamente, adicionar 350 mL de acetonitrilo. Filtrar a través de membrana de
nylon de 0.45 pm de tamafio de poro al vacio y mantener la agitacién. Desgasificar
durante 10 minutos.




Solucion de dilucién 0.01 M de hidréxido de sodio metandlico (solucion de
dilucién). En 500 mL de agua disolver 400 mg de hidroxido de sodio; dejar enfriar y
adicionar 500 mL de metanol, mezclar.

Preparacién de la solucién de referencia. Pesar aproximadamente 10 mg de
sustancia de referencia de liotironina y llevar a un matraz volumétrico de 100 mL,
disolver con la solucién 0.01 M de hidroxido de sodio metandlico, llevar a volumen con
la misma soluciéon. Agitar y tomar una alicuota de 4.0 mL y llevarla a un matraz
volumétrico de S0 mL, llevar a volumen con solucién 0.01 M de hidréxido de sodio
metandlico y agitar. La concentracién de liotironina es aproximadamente de 8 pg/mL.

Preparacion de ja muestra analitica. Pesar aproximadamente 21.7 mg de
liotironina sodica materia prima y llevar a un matraz volumetrico de 25 mL, disolver y
llevar a volumen con solucién 0.01 M de hidroxido de sodio metandlico y mezclar.
Colocar 150 pl de dicha solucién en una placa de acero inoxidable de 50 cm?. Dejar
secar a temperatura ambiente y protegida de la luz. Realizar el raspado de las placas
con los hisopos humedecidos previamente con 150 pL de solucion de dilucion y
adicionar 15 mL de solucion 0.01 M de hidréxido de sodio metandlico para llevar a
cabo la extraccion de la muestra. Agitar durante dos minutos.

Procedimiento
Condiciones Cromatograficas
Columna: Phenomenex Ultracarb S pym ODS 250 X 4.6 mm
Fase mdvil: Agua:Acetonitrilo 65:35, con 1 mL de acido fosférico por litro de
solucion.
Flujo: 1.2 mbL/min
Volumen de inyeccién: 20 plL
Longitud de onda: 230 nm
Temperatura: ambiente

Acondicionar el sistema cromatografico durante 60 minutos o hasta obtener una
linea base estable. Cumplir con los parametros de adecuabilidad establecidos.
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Calculos

Calcular el porcentaje de liotironina recuperada de acuerdo a la
siguiente formula:

% recuperado = - ---

Donde:

Am =
Astd =
Pstd =
Pmtra =
FVstd =
651.0 =
673.0 =
4.0
100 y 50=
1000 =
150 =

I

Am x Pstd x FVstd x4 x 651.0 x 25 x 15 x 1000 x 100
Astd x 100 x 50 x 673.0 x Pmtra x150

Area de la solucién muestra

Area promedio de las solucines patrén de referencia
Peso promedio de la sustancia de referencia (mg)
Peso de la muestra (mg)

Factor de valoracién de la sustancia de referencia (%/100)
Masa molecular de liotironina

Masa molecular de liotironina sédica

Alicuota solucién patrén de referencia

Aforos solucion patrén de referencia

Factor de conversion de pl. a mL

Volumen adicionado a la ptaca (pL)
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RESULTADOS:

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA: LINEARIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

PESO DEL STOCK ESTANDAR : LIOTIRONINA SODICA VALORACION: 95.50 9%
S = 105 mg LOTE : 0006000199 FACTOR: 0.9550
DILUCIONES

PM (mg) ——#& 100 Conc (pg/mL) =——‘1%;g’—x—"l'°5%°_‘a—x 0.9550 X 1000 X

X ———=» 50

LINEARIDAD DEL SISTEMA

651.0
B73.0

oog~NNordue

)
¢
{=Jo¥o [LX. ¥ [SISTN [

‘gﬂﬂ\lﬂﬂﬂ@ﬂﬂ@

-
-
a
&

11.64 €15149

CV.= 0.41%
#= 1.0000
Criterlos de aceptacion: C.V. menor o igual a 1.50 %

 mayor o igual a 0.9800

TEOIS LU
FALLA DE ORIGEN
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA: LINEARIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

LINEARIDAD DEL SISTEMA PARA LIOTIRONINA
800

600

400

Respuesta {miles)

0.00 2.00 4.00 10.00 12.00 14.00

Conee"cxt’uraclén &s%?m.,

Precision del sistema
CONCENTRACION: 7.76 pg/ml.

Criterio de aceptacion:
C.V. menor o igual a 1.50 %

409570

407174 R = 408508

407919
408353 c.v. 0.22 %

408683

El sistema es lineal y exacto en un intervalo de 3.88 a 11.64 pg/mL de liotironina.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA : LIMITE DE DETECCION

PESO DEL STOCK ESTANDAR :  LIOTIRONINA SODICA VALORACION: 95,50 %
= 105 mg LOTE: 0008000199 FACTOR: 0.9550
DILUCIONES
PM (mg) ——» 100 Conc (pg/mL) = 105 o, 2 L S . S « 08550 X 651:0
25—» 50
Alicuata®
5/ 25 X5 X 1000
§—» 25
alicuota® ——p 50
s 2
Mi-2 1 6.21 25 1.4 18 R = 167
M1-3 6.21 27 2.0 1.4 cv. = 1383
— Mz 72,42 3z 33 —32
M2.2 2 12.42 a0 14 3.6 X = aaz
M2-3 12.42 43 1.3 33 CV. = 618
- M3-T 18.82 7.1 T N
M3-2 3 18.62 7.1 14 5.1 X = s.10
M3.3 18 62 7.1 14 5.1 CV._=_000

El limite de deteccion se determind por el método grafico.

Criterios de aceptacion:

La cantidad minima detectable es aquella que su promedio de la relacién
sefial/ruido sea mayor o igual a 3.

El limite de deteccién obtenido es 0.0124 ug/mL de liotironina.




VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA : LIMITE DE CUANTIFICACION

PESO DEL STOCK ESTANDAR : LIOTIRONINA SODICA VALORACION: 9550 %
S= 1098 mg LOTE: 0006000189 FACTOR: 0.9550
DILUCIONES

PM (mg) ——» 100 Conc (ug/mL) = 109 0 2 o S . _20 x 09550 X 65110

2 =——» 50

x Alicuota® X 1000

55— 25

a

20— SO

a—

alicvota®—— 25

00 doooo=ofg
CIRN ENRY V3"

El limite de cuantificacion se determind por el meétodo grafico.

Criterios de aceptacion:

La cantidad minima cuantificable es aquella que su promedio de la relacion
sefal/ruido sea mayor o igual a 10.

El limite de cuantificaciéon obtenido es 0.0644 pg/mi de liotironina.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA: LINEARIDAD Y EXACTITUD DEL METODO

. X
. c.v.
. %
X C.V.
. 210793 R
. 210651 c.V.
g )
g 297986 . b4
. 317353 X Cc.V.
§ 417099 : b4
. 405971 X Cc.V.
. X7 X
. 482864 X R
. 514794 . C.V.
183.57 1224 596994 163.56 89.10 X = 90.64
18357 12.24 619239 169 65 9242 CV.= 185
Criterios de aceptacion
X entre 90.00-110.00 % X = 98593
C.V. menor o iguat a 6.00 % para cada nivel C.v. = 538
y de todo el intervalo
 mayor o igual a 0.9800 2 = 0.9966
m aproximadamente 1 m = 0.8931
b aproximdamente 0 b = 3.5172

GO



VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA: LINEARIDAD Y EXACTITUD DEL METODO

EXACTITUD DEL METODO

200 - LINEARIDAD DEL METODO PARA LIOTIRONINA
=
= 1
& 150 //.
8
£ -
-
g 10 /.
] -~
2 .//
3 /
© l
4
0% e e e
L] 50 100 50 200
Cantidad adicionada (ug)
b e B

Criterio de aceptacion
X entre 90.00 - 110.00 %

C.V. menor o igual a 6.00 %

El meétodo es lineal en un intervatlo de 0.67 - 12.24 pg/mL de liotironina
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA @ REPRODUCIBILIDAD

La cantidad adicionada es de 120.28 ug.

La concentracion final es de 8.02 pg/mL.

Criterios de aceptacion : C.V. por analista y el total de analisis menor o igual a 6.00 % *

El método es reproducible por dos analistas en dias diferentes.

* Nota: Se esta considerando un Coeficiente de Variacion de 6.00 % y no de 2.00 %
como lo es para un método cromatografico, debido a la alta variacion que representa el
raspado de superficie para obtencion de ta muestra analitica.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA : ESTABILIDAD DE ESTANDAR Y MUESTRA EN SOLUCION

La cantidad adicionada es de 120.28 pg.

La concentracion final es de 8.02 pg/miL.

Muestras en solucion

Estandares en solucion

Criterio de aceptacion : El valor promedio de | debe estar entre 98.00-102.00 % .

La muestra y estandares en soluciéon son estables por un periodo de 24 horas.

TS oo\
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA : TOLERANCIA

Agua:Acetonitrilo

(63:37)
Agua:Acetonitrilo

(65:35) 1789 3.85 3.3 1.1 94.52
Agua:Acetonitrilo

(67:33) 1960 5.14 6.1 1.1 84.41

Criterio de aceptacién:

La diferencia de los resuitados debe ser menor o igual a 2.00 %

El método es tolerante unicamente al utilizar fases moviles con proporciones de

agua:acetonitrilo de 65 : 35 a 67 : 33.

- '““*5 f%{gf RIGEN

| o
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR HPLC

ETAPA : ESPECIFICIDAD

Medio Acido
HC10.1N 97.13 0.302 1.926
0.5 mL, 60 °C, 15 min

Medio Basico
NaOH 0.1N 93.53 0.297 2.004
0.5 mt. 60 "C, 15 min

Medio Basico
NaOH 0.1N 90.00 0.445 2.955
05 mL, 60 *C, 50 min

Medio Oxidativo
HO,; 30 % 87.06 0.306 2115
0.5mL, 60 "C, 15 min

Medio Oxidativo
H,O; 30 % 62.88 0.769 3.858
0.5 mL., 60 °C, 50 min

Luz UV

15 dias a8s5.74 0.279 2.013

Temperatura
60 °C. 15 dias 87.81 0.282 2.051

Criterio de aceptacion:
El angulo de pureza es menor al umbral de pureza.

El método es especifico.
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CONCLUSIONES :

1. El sistema es lineal en un intervalo de concentracién de 3.88 a 11.64 pg/mlL,
con un C.V. en todo el intervalo de 0.41% y una r’ de 1.000, y preciso en una
concentracion de 7.76 pg/mL con un C.V. de 0.22%.

2. El método es lineal en un intervalo aproximado de 10.07 a 183.57 ug, (0.67 a
12.24 pg/mL de concentracion final), con un C.V. total de 5.38 % y una r? de 0.9966.
. Los C.V. para cada nivel son menores al limite del criterio de aceptacion.

3. El método es exacto para una cantidad aproximada de 119.72 pg,
correspondiente al 100% (concentracion final 7.98 pg/mL), con una media del por
ciento recuperado de 92.15% y un C.V. de 1.97%.

4. El método resultd reproducible. El C.V. total de doce andlisis de dos analistas
en dos corridas diferentes fue de 3.88%.

S. Las soluciones de referencia y de muestra listas para el analisis son estables
cuando menos por un periodo de 24 h a temperatura ambiente, protegidas de la luz.

6. El sistema es tolerante al cambiar la fase modvil de una proporcion
Agua : Acetonitrilo 65 : 35 a 67 : 33 . No es tolerante si se aumenta la proporcion de
acetonitrilo arriba de 35%.

7. La cantidad minima detectable de liotironina es de 0.31 pyg (0.0124 pg/mL)
con un C.V. de 0.06%.

8. La cantidad minima cuantificable de liotironina es 1.61 pug (0.0644 pg/mL)
con un C.V. de 1.94%.

9. El método es especifico ya que los productos de degradacion no interfieren
en la cuantificacion de liotironina.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL.

DESARROLLO DEL METODO
ANALITICO POR INFRARROJO.

OBJETIVO:

» Determinar si la técnica de espectroscopia de infrarrojo puede ser utilizada en la
evaluacién de limpieza de los equipos empleados en la fabricacidn de tabletas de
liotironina, mediante el uso de un espectrofotometro de infrarrojo con
transformadas de Fourier.

DESARROLLO DEL METODO.

En base a la informacion bibliografica con la que se contaba y a las
caracteristicas que presenta la molécula de liotironina en cuanto a polaridad se
realizaron algunas pruebas de solubilidad de tal forma que se pudiese emplear un
diluente que solubilizara ia liotironina y que no interfiriera con su cuantificacién.

Las pruebas de solubilidad se realizaron en disolventes organicos tales como:
cloroformo, tetracloruro de carbono, hexano, tolueno, acetonitrilo, etanol y metanol.
De los cuales en los 2 dltimos fué donde se solubiliz6 la liotironina.

Para verificar que era reproducible la cantidad de liotironina disuelta se recurrio
a la técnica de HPLC utilizando el sistema cromatografico ya mencionado, preparando
tres muestras independientes con metanol, ya que en comparacion con el etanol, el
primero presenta menor cantidad de impurezas que pudiesen afectar en el analisis.

Una vez que se determind el disolvente a emplear se prepararon muestras con
diferentes concentraciones partiendo de los criterios de aceptacion y quedando un
intervalo de SO a 150% para realizar la curva de calibracion.

Las condiciones iniciales con que se realizé la curva de calibracion fueron:
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Fuente: Laser de diéxido de carbono IR medio

Detector: DTGS IR medio
Divisor: KBr

Resoluciéon: 4cm™?

oPD: 0.5 cm/seg

No. de barridos: 16

Accesorio para la muestra: ATR acanalado

Como no se obtuvo una respuesta satisfactoria al leer las muestras conocidas
como muestras “problema” en el equipo de infrarrojo con respecto a la curva de
calibracion se procedié a realizar algunos cambios.

Los cambios realizados se mencionan a continuacion:

I. Fuente: Laser de dioxido de carbono IR medio
Detector: DTGS IR medio
Divisor: KBr
Resolucién: 6 cm’?
OPD: 0.1 cm/seg
No. de barridos: 35
Accesorio para la muestra: ATR acanalado
II. Fuente Laser de dioxido de carbono IR cercano
Detector: DTGS IR cercano
Divisor: KBr
Resolucion: 6 cm’?
OPD: 0.1 cm/seg
No. de barridos: 35
Accesorio para la muestra: ATR acanalado y celda cilindrica
I11. Fuente Laser de diéxido de carbono IR cercano
Detector: DTGS IR cercano
Divisor: Cuarzo
Resolucion: 6 cm’?
OPD: 0.1 cm/seg
No. de barridos: 35
Accesorio para la muestra: celda de cuarzo
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Ademas de los cambios ya mencionados se realizaron pruebas con:
Accesorio_de_esfera_de _integracion, en el cual solamente se puede trabajar en
infrarrojo cercano y con muestras solidas. Para tal efecto no hay forma de obtener
muestras solidas para evaluar la limpieza de los equipos de fabricacién.

Celdas cilindricas de vidrio, la interferencia provocada por el material de fabricacién de
dichas celdas no permitié llevar acabo el analisis.

En cada uno de los anteriores se verificd la reproducibilidad del sistema
obteniendo resultados no satisfactorios.

Asi mismo no solo se realizaron cambios en lo que corresponde a la forma de
analizar la muestra sino también en cuanto al tratamiento de los datos y del uso del
Software “Quant +".

El método no es especifico en la cuantificacion de liotironina.

Se buscé emplear la técnica aunque fuese de forma inespecifica y para ello se

utilizo el producto terminado y el “placebo” para realizar nuevas pruebas, pero no fué
posible tener una reproducibilidad en el método.
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Conclusiones.

Por las caracteristicas de polaridad que presenta la liotironina no fue posible
emplear un disolvente que permitiera obtener linearidad en la curva de calibracion y
reproducibilidad en las muestras conocidas. Debido a que:

t os disolventes empleados absorben en el infrarrojo.

La esfera de integracion Gnicamente se emplea para analizar muestras
solidas.

El material de fabricacion de las celdas cilindricas absorben en el infrarrojo.

Y v

\ 4

Por consiguiente la espectroscopia de infrarrojo en las condiciones trabajadas
no puede emplearse para la evaluacion de la limpieza de los equipos empleados en la
fabricacion de tabletas de liotironina.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL.

DESARROLLO DEL METODO
ANALITICO POR TOC.

OBJETIVOS:

s Desarrollar y validar un método analitico con el cual se evalde la limpieza de los
equipos de fabricacién utilizados en la fabricacion de tabletas con liotironina,
empleando la técnica de Carbono Organico Total, determinando carbono organico
no purgable.

DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

El desarrollo del método analitico se inicié verificando la solubilidad del
producto (tabletas de liotironina) en agua y en solucién de hidroxido de sodio 0.01 M,
teniendo como antecedente la solucién de dilucién empleada en el analisis de HPLC,
pero sin la adicion del metanol debido a que por experiencias anteriores en el
laboratorio, el uso de alcoholes atin cuando se evaporen proporciona mucha variacion
en los resultados.

A continuacion se presenta el % de recobro obtenido al solubilizar tabletas de
liotironina en agua y solucion de hidréxido de sodio 0.01 M, llevando a cabo el
siguiente tratamiento:

1. Adicionar agua o solucién de NaOH 0.01 M

2. Someter a agitacién magnética durante 2 minutos.
3. Filtrar por papel Whatman No. 42. Preparar tres muestras por cada condicién.
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Muestra % Recuperado % Recuperado
(agua) (NaOH 0.01 M)
M1 27.47 17.58
M2 31.87 18.05
M3 28.87 25.13
Promedio 29.40 20.25

Por lo anterior, se determind utilizar inicamente agua con bajo contenido de
carbono debido a que hay mayor cantidad de producto disuelto.

Una vez establecido en que se solubilizaria el producto se procedio a establecer
las condiciones de muestreo, extraccion y tiempo de burbujeo de las muestras,
colocando cantidades conocidas del producto en diferentes condiciones. Los resultados
fueron los siguientes:

Muestra Adicionar Tiempo de Tiempo de % de
alicuota a: __agitacion burbujeo recobro

a hisopo 2 min 4 min 30.03

b hisopo 2 min 2 min 29.50

Por los resultados anteriores se decidié como tiempo de agitacion 2 minutos en
vortex y 2 minutos como tiempo de burbujeo en el analizador TOC.

Los resuitados obtenidos para determinar el nimero de hisopos son los
siguientes:

Muestra Tiempo de Tiempo de Num. de % de
agitacion burbujeo hisopos recobro

a 2 min 2 min 2 31.02

b 2 min 2 min 3 25.75

El % recuperado es bajo, ya que los excipientes que contribuyen con
cantidades de carbono son parcialmente solubles en agua?® y el activo no lo es.
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En base a los resultados obtenidos las condiciones en que se llevara a cabo el
tratamiento de la muestra es: Utilizar 2 hisopos para el raspado de las placas, tiempo
de agitaciéon 2 minutos y tiempo de burbujeo 2 minutos.

PROTOCOLO DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

A continuacion se describe la forma en la que se llevd a cabo cada una de las
etapas de la validacién del método.

Linearidad del sistema
Construir una curva de concentracion de sacarosa contra respuesta obtenida,
considerar un intervalo de 0 a 20 ppm de carbono.
Obtener las diferentes concentraciones a partir de una misma solucién stock.
Graficar respuesta en ppm de carbono contra concentracion.

Precision _del sistema
Obtener la respuesta por sextuplicado, de una misma solucién de sacarosa.
Obtener promedio y coeficiente de variacion.

Adecuabllidad del sisterma

Evaluar dos soluciones de 500 ppb de carbono, una de sacarosa y otra de 1,4-
benzoquinona. Adicionar una solucién blanco para analizar y aplicar la siguiente
férmula

% de eficiencia = EB — BA / ES — BA * 100

donde:
EB = Solucién de 1,4-benzoquinona
ES = Solucidn de sacarosa
BA = Solucién blanco
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El sistema cumple con la adecuabilidad si la eficiencia de oxidacion es no
menor a 85% Yy no mayor del 115% de la respuesta de la 1,4-benzoquinona con
respecto a la respuesta de la sacarosa.

Linearidad del método

Analizar 4 concentraciones diferentes de ppm de carbono. Las concentraciones
deben obtenerse de una solucién stock. Incluir el 100%. Analizar tres muestras
independientes por cada nivel, utilizando el método propuesto.

Graficar cantidad adicionada contra cantidad recuperada.

Exactidud del método

Analizar seis muestras independientes, utilizando el método propuesto.
Los seis anadlisis deben ser llevados a cabo por el mismo analista, en las mismas
condiciones.

Reproducibilidad »
Analizar una muestra homogénea por triplicado cada una, por dos analistas en

dos dias diferentes.

Estabilidad de la muestra en solucion

Analizar la solucion de la muestra por triplicado a tres diferentes tiempos,
iniciando con tiempo inicial (cero horas), primer tiempo (4 horas) y segundo tiempo
(8 horas).
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REACTIVOS:
Agua con bajo contenido de carbono
Acido clorhidrico R.A., J.T. Baker

MATERIAL Y EQUIPO:
Material de vidrio
Placas de acero inoxidable (50 cm?)
Hisopos de poliéster
Microjeringa 250 pL
Micropipeta de 100-1000 uL
Balanza analitica
Vortex maxi mix I Thermolyne
Papel Whatman No. 42
Analizador TOC - VCPH
Procesador DELL Optiplex 6X1
Monitor SPECTRUM Vvn
Generador de gas TOC

PREPARACION DE SOLUCIONES
Solucién 2N de acido clorhidrico:

Transferir 17 mlL de acido clorhidrico a un matraz volumétrico de 100 mL,
mezclar y llevar a volumen con agua con bajo contenido de carbono *.

Solucién patrén (601.65 ppm de carbono)

Moler 100 tabletas de liotironina en un mortero y pesar aproximadamente
700 mg de del polvo (contenido de carbono 85950 ug de carbono / g de producto **).
Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, adicionar 50 mL de agua, agitar y
sonicar durante 10 minutos, llevar a volumen con agua y filtrar por papel Whatman
No. 42.

* " 5 "
Nota: de aqui en adelante solo se hard mencion del agua, sabiendo de antemano que nos referumos al agua con bajo contenido de
carbono.
=%
Nota: Este caiculo es deter con las L de que aporta cada uno de los excipientes en la fabricacién de las

tabletas de liotironina.
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Preparacion de la muestra analitica:

En base a los resultados obtenidos en el desarrolio del método, se
establecieron las siguientes condiciones : Aplicar 300 pL de la soluciéon patron en placas
de acero inoxidable , dejar secar a temperatura ambiente y realizar el raspado de las
placas con dos hisopos previamente humedecidos con 150 pbL con agua con bajo
contenido de carbono. Cortar la cabeza de los hisopos y colocarlos en los viales,
adicionar 30 mL de agua con bajo contenido de carbono para llevar a cabo la
extraccion de la muestra. Agitar durante dos minutos en vortex. Retirar la cabeza de
los hisopos de los viales y adicionar 100 pL de solucién 2N de acido clorhidrico.
Someter las muestras a 2 minutos de burbujeo con aire de alta pureza y analizar.

PROCEDIMIENTO:
Verificar que la curva de calibracion se encuentre vigente al igual que ia

adecuabilidad del sistema. Posterior a esto se pueden analizar las muestras con suy
respectiva solucién “blanco”.

CALCULOS:

o _ . Pmtra X 85950 X 0.300
ppm C adicionado = 100 X 30

Muestra X 100
Cantidad adicionada

% Recobro=
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RESULTADOS:

VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC

ETAPA : LINEARIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

PESO DEL ESTANDAR ESTANDAR : Sacarosa USP
s= 150 mg LOTE : 1
VALORACION: 100.00 %
DILUCIONES
PM (mg) — 250 Contenido de carbono: 0.4210 mg de C / mg de
sacarosa.
Alicucta™=———»  Aforo
FORMULA
Concentracién _ 15.0 Alicuota*
(g de C/mL) = =z % oro —— X 04210 X 1000

2 100 0.51 26.87
4 100 1.01 43.10
12 50 6.06 204.10
20 50 10.10 338.10
20 25 20.21 653.30

= 0.9999

Criterios de aceptacion:

? mayor o iguai a 0.9800

TESIS COW

FALLA D U
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC

ETAPA : LINEARIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

LINEARIDAD DEL SISTEMA SACAROSA
oo s -
600 | o
| =
s | e
¥ 40 -
H o] J{ /
g |
[
200 I
i
o= _ e e e C e e e
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Concentracién (ppm de carbono)

Precision del sisterna
CONCENTRACION: 6.00 ppm C

Criterio de aceptacion:
C.V. menor o igual a 10.00 %
X = 209
0.25 %

0
<
)

€l sistema es lineal en un intervalo de 0 a 20.21 ppm de carbono y preciso a una
concentraciéon de 6.00 ppm de carbono.
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC

ETAPA : LINEARIDAD Y EXACTITUD DEL METODO

. EX .
270.74 30 8.02 3.08 33.80 31.97 5.25
360.99 30 12.03 4.12 34.22
360.99 30 12.03 4.10 34.05
360 99 30 12.03 4.18 3472 34.33 1.01
Criterio de aceptacion: X = 30.81
C.V. menor o igual a 10.00 % cV. = 9.17

EXACTITUD DEL METODO

Criterio de aceptacion :
El C.V. debe ser menor o igual a 10.00 % para las sels determinaciones.

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN:
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC

ETAPA : LINEARIDAD Y EXACTITUD DEL METODO

LINEARIDAD DEL METODO PARA TABLETAS DE LIOTIRONINA EN
PLACAS DE ACERO INOXIDABLE

500 < —m o e e

Concentracién recuperada en
ppmdeC

0.00 - .- — N o e -
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Concentracién tedrica en ppm de C

El método es lineal en un intervalo de 3.01 a 12.03 ppm de carbono.
El método es exacto en una concentracion de 6.02 ppm de carbono.

-
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC

ETAPA : REPRODUCIBILIDAD

CONCENTRACION:  6.02 ppm de carbono

Criterios de aceptacion : C.V. por analista y el total debe ser menor o igual a 10.00% .

El meétodo es reproducible por dos analistas en dias diferentes.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO POR TOC

ETAPA : ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EN SOLUCION

CONCENTRACION: 8.01 ppm de carbono

oz S HORAS)

1 38.44 37.70 38.94

az.10 38.10 38.44

a 37.77 38.77 39.27

R = 37.77 38.19 as. 88
CV.= 1.77 1.42 1.07

I 98.07 101.30

I 102.70 103.61

Iy 102.65 103.97

R = 101.14 102.96
cVv.= 263 1.41

Criterio de aceptacion :

El valor promedio de | debe estar entre 94.00-106.00 %
El C.V. por tiempo debe ser menor o igual a 10.00 %.

La muestra en solucion es estable por 1o menos en un periodo de 8 horas.




CONCLUSIONES:

1. El sistema es lineal en un intervalo de concentracién de 0 a 20.21 ppm de
carbono y una r* de 0.9999, y preciso en una concentracion de 6.00 ppm de carbono
con un C.V. de 0.25%.

2. El método es lineal en un intervalo aproximado de 3.01 a 12.03 ppm de
carbono con un C.V. total de 9.17% y una r?> de 0.9924. Los C.V. para cada nivel son
menores al limite del criterio de aceptacion.

3. El método es exacto para una cantidad de 6.02 ppm de carbono, con una
media del porciento recuperado de 29.46% y un C.V. de 3.23%.

4. La muestra en solucion lista para el andlisis es estable por un periodo de
8 horas a temperatura ambiente.

S. El método resultd reproducible. EI C.V. total de doce analisis de dos analistas
en dos corridas diferentes fue de 7.40%.
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CAPITULO III

ANALISIS DE RESULTADOS

En base a los resultados obtenidos de cada una de las técnicas empleadas se
puede decir que:

Con la técnica de infrarrojo no fué posible evaluar la limpieza de los equipos
utilizados en la fabricacion de tabletas de liotironina debido a que los disolventes
empleados absorben en infrarrojo, asi como alguno de los accesorios.

Posiblemente con accesorios para reflectancia difusa, reflectancia especular o
ATR de diamante (reflectancia total atenuada) se podria desarrollar un método
adecuado para evaluar la limpieza de los equipos.

Las técnicas de TOC y HPLC desarrolladas permiten evaluar la limpieza de los
equipos de fabricacién utilizados para tabletas de liotironina y pueden ser utilizados
independientemente ya que cada uno por su parte es lineal y cumplen en cada una de
las etapas de la validacion.

Asi mismo los métodos no son comparables linealmente, ya que las pendientes
obtenidas son 0.8929 para el método desarrollado por HPLC y 0.3666 para el
desarrotlado por TOC.

Algunas de las caracteristicas que se observaron durante el desarrollo del
presente trabajo sobre las técnicas de TOC y HPLC para llevar a cabo la evaluacion de
limpieza de los equipos utilizados en la fabricacion de tabletas de liotironina son:

Caracteristica TOC HPLC
Especificidad no si

Sensibilidad Si si

Unidades a trabajar ppm C ppm de liotironina
Contaminacion susceptible no susceptible
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Caracteristica TOC HPLC
Recobros obtenidos 25.55 % 92.15 %
Coeficientes de variacion 8.06 % 1.97
Interpretacion de respuesta no necesaria necesaria
Costos bajos aitos

Haciendo un balance de lo anterior cabe destacar que lo técnica de HPLC resultd
ser una mejor opcidn para el laboratorio, sacrificando posiblemente los bajos costos
que proporciona la técnica de TOC, debido a que el método por cromatografia de

liquidos es especifica, sensible y cuenta con un C.V. bajo.

Un aspecto muy importante en el desarrolio del presente trabajo experimental
fue la observacién y relacién que se deriva de las caracteristicas propias no tan solo del
activo (liotironina) sino también del medicamento propiamente dicho.

85




CONCLUSIONES

En el ambito de validacién de limpieza no existe en la actualidad una norma o
regulacién que establezca la forma de llevarla a cabo, sin embargo como ésta resulta
ser de gran importancia, la industria farmacéutica esta analizando esta situacién y ha
tomado diferentes acciones para poder prevenir cualquier contaminaciéon cruzada
durante la fabricacidén de los medicamentos, protegiendo ta salud de quien los use.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo experimental se concluye
que el método que se desarrolld y validd de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resoluciéon es el mas adecuado para verificar la limpieza de los equipos de fabricacion
empleados para tabletas de liotironina ya que es especifico, sensible y cuenta con un
C.V. bajo.

Ademas en este caso particular, la regulacién sanitaria al considerar los
productos hormonales como de alto riesgo, exige que se verifique la ausencia /
presencia del activo, sin tomar en cuenta los niveles permitidos de acuerdo a los
criterios de aceptacion del peor de los casos.
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ANEXO I
Toma de muestra por raspado de superficie para validacion de limpieza.??

1. Tomar un hisopo y humedecerlo con la solucidn a utilizar para la extraccion de la
muestra empleando una micropipeta.

2. Frotar la placa de acero inoxidable con el hisopo humedecido de la siguiente
manera:

> Primero de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba.

> Girar el hisopo y con la cara contraria con la que raspé en el paso anterior frotar la
superficie de la siguiente manera:

L H—

Introducir el hisopo en el vial y cortar la punta.

Colocar papel aluminio en la boca del vial y taparlo.

Colocar el papel parafilm sobre |la tapa del vial para proteger la muestra.
Extraer la muestra segin el método analitico correspondiente.
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